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1. GIRIS

Ortopedik cerrahide, travma basta olmak iizere osteomyelit, konjenital
anomaliler ve malignitelerin tedavisi sirasinda karsilasilan kemik defektleri ciddi bir
problem teskil etmektedir. Bu defektlerin tedavisinde ¢esitli fiksasyon metodlarina ek
olarak yeni kemik olusumunu uyarmak icin greftlemeye basvurulmaktadir. Otojen
greftleme bu alanda altin standart olarak kabul edilse de; sinirli dondr alan1 yaninda
lokal agri, kanama ve enfeksiyon gibi komplikasyonlar1 nedeniyle her zaman rutin
olarak uygulanmamaktadir. Otojen greftlemeye alternatif olarak yeni kemik olusumunu
uyarmay1 amaglayan diger tedavi secenekleri allojen greftler, sentetik kemik greftleri,
polimerler, biiyiime faktorleri ve bunlarin birden fazlasinin bir arada kullanilmasina
olanak saglayan doku miihendisligi iiriinii biyouyumlu matrikslerdir(scaffold).

Kirk 1iyilesmesinde gerekli sartlarin en Onemlilerinden biri de lokal
vaskiilaritedir. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori(VEGF), kirik hattindaki lokal
vaskiiler rejenerasyonun uyarilmasini saglayan en onemli faktordiir. Bunun yaninda
VEGF’nin, mezenkimal kok hiicre kemotaksisini artirma ve osteoprogenitor hiicrelerin
iizerine dolayl etkiyle osteoblast farklilasmasi ve proliferasyonunu uyararak yeni kemik
olusumununda énemli bir rol oynadig gosterilmistir.'

Yukaridaki bilgilerin 1s18inda bu arastirmada, segmenter kemik defektlerinin
tedavisinde sentetik kemik grefti olarak hidroksiapatit iceren, biyobozunur jelatin

matriks iizerine lokal VEGF uygulamasinin etkinliginin tespit edilmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KEMIGIN ANATOMI ve FIZYOLOJISI

Kas-iskelet sisteminin en onemli yapitas: olarak kemigin, viicuttaki yumugak
dokular icin destek ve koruma, kaslar i¢cin mekanik destek saglayarak hareket
olusumuna yardimci olma ve mineral metabolizmasi i¢in fonksiyonel bir merkez teskil
etme gibi gorevleri vardir. Kemik doku, iki komponentten olugmaktadir: 1) Hiicreler, 2)
Icinde kollajen liflerin yer aldigi, kemigin dayaniklihigmi saglayan mineralize
ekstraseliiler matriks.

Insan viicudundaki kemigin biiyiikk kismi, mezenkimal hiicreler tarafindan
kikirdak mineralizasyonu (endokondral ossifikasyon) ile olusturulur. Kemik dokunun
bir kismi ise, mezenkimal katmanlarin bir kikirdak model olmaksizin dogrudan
mineralizasyonu ile (intramembrandz ossifikasyon) meydana gelir. Kemigin mineralize

olmamis kismina osteoid denir.

Kemik tipleri

Lamellar kemik, tiizerine etkiyen yiikk dagilimmma gore karmasik bigimde
diizenlenmis, kortikal veya kanselldz yapida izlenen, olgun kemik dokusudur. Orgiilii
(woven) kemik ise, yiiksek hiicre dongiisii ve igerigine sahip, daha az organize
katmanlar1 ve daha yiiksek su igerigi ile lamellar kemikten daha zayif ve deforme
olabilen bir yapiya sahiptir. Bu kemik tipi, embriyolojik iskelet yapisinda ve organize

lamellar kemigin ortaya ¢ikmasindan once kirik iyilesmesi sirasinda izlenir. Kemikteki



remodelizasyon ve sekil degisiklikleri, ilizerine etkiyen ylik ve strese gore meydana
gelmektedir (WOLFF YASASI). Histolojik olarak iki ¢esit kemik yapist mevcuttur:

Kortikal (kompakt) kemik: Siki bir sekilde organize olmus Havers
sistemlerinden (osteon) meydana gelir. Her bir osteonun iginde, sinir ve damarlarin yer
aldig1 bir santral Havers kanali bulunmaktadir. Kortikal kemikteki yavag hiicre dongiisii,
osteoblast ve osteoklastlarin aktif oldugu osteonun marjinal kisminda meydana
gelmektedir.

Kanselloz (trabekiiler) kemik: Daha az yogun yapida ve daha hizli bir hiicre
dongiisline sahip tiptir. Kanselloz kemik, kortikal kemikten daha esnek bir yapidadir ve

toplam agirlik olarak tiim iskeletin %20’sini olusturur.

Hiicreler

Kemikte dort tip hiicre vardir:

1. Osteoblastlar: Farklilasmamis mezenkimal veya stromal hiicrelerden kdken
alan, kemik matriksi sentezi ve sekresyonu yapan hiicrelerdir. Yapisal olarak
fibroblastlara benzerler.

2. Osteositler: Kemik matriksindeki kalsiyum ve fosfat konsantrasyonunu
kontrol eden, kemik icerisinde en fazla sayida bulunan hiicrelerdir. Osteositler, matriks
icerisinde yer alan osteoblastlardan kdken alir ve birbirleriyle kanalikiil ad1 verilen
sitoplazmik uzantilariyla haberlesirler. Kalsitonin tarafindan uyarilir ve paratiroid

hormon (PTH) tarafindan inhibe edilirler.



3. Osteoklastlar: Dolasimdaki monosit progenitorlerinden kdken alan, kemik
rezorpsiyonundan sorumlu, c¢ok c¢ekirdekli dev hiicrelerdir. PTH, D vitamini,
prostaglandinler, tiroid hormonu ve glukokortikoidler tarafindan uyarilirken, kalsitonin
tarafindan inhibe edilirler. Kemik rezorpsiyonu, osteoklastlarin yiizeyindeki asit fosfataz
ve karbonik anhidraz enzimatik aktivitesi ile meydana gelmektedir.

4. Osteoprogenitor hiicreler: Havers kanali ve periost ylizeyinde yer alirlar.

Gerekli molekiiler uyarilar sonucunda osteoblast ve diger hiicrelere farklilasirlar.

Matriks

Kemigin hiicresel olmayan komponentidir. iki kisimdan olusur:

1. Organik kisim: Gerilim kuvvetlerine dayaniklilik saglayan tip I kollajen,
kompresyon kuvvetlerine dayaniklilik saglayan proteoglikanlar, glikoproteinler ve
fosfolipidlerden olugmaktadir. Kollajen, tropokollajenin ii¢lii heliks formudur ve
sentezindeki capraz baglanma basamagi, gerilim kuvvetlerine dayanikliligini artirir.
Matriksin %40’1n1 organik kisim olusturur ve organik kismin da %90°1 tip I kollajendir.

2. Inorganik kistm: Kemigin kompresyon kuvvetlerine dayanikliligini artiran,
mineralize kisimdir. Bunun %70’e yakin boliimii kristalize hidroksiapatit [Ca;o(PO4)s
(OH);], geri kalan %30’u ise amorf kalsiyum fosfat [Ca3(POs),] yapisindadir.

Periost

Kemigin etrafin1 saran, dista fibroz ve igte kambiyum tabakalarindan olusan

ozellesmis bag dokusudur. Kambiyum tabakasi vaskiiler ve osteojenik ozellikleri ile



kortikal kemik tiretiminde rol alir. D1s tabaka ise fibroz yapidadir ve eklem kapsiilleri ile
devamlilik gosterir. Periost, kirik iyilesmesinde dnemli bir rol oynamaktadir.

Kemik olusumu

Kemik olusumu c¢ogunlukla bir kikirdak modelin mineralizasyonu olan
endokondral ossifikasyon ile, daha az oranda da intramembrandz ossifikasyon ile
dogrudan meydana gelir.

1. Endokondral ossifikasyon: Kemik olusumu ve iskelet gelisiminin temel
seklidir. Bu tip kemik olusumunda, baslangicta mezenkimal doku yogunlagmasi
sonucunda bir kikirdak modeli ortaya ¢ikar. Bu yapinin iginde vaskiiler invazyon ile
osteoblastlara farklilasan osteoprogenitér hiicreler primer ossifikasyon merkezinin
ortaya ¢ikmasina yol agarlar. Uzun kemiklerin uclarinda yer alan epifiz ise, sekonder
ossifikasyon merkezidir. Bu iki merkezin arasinda yer alan yapi, uzun kemik
biiylimesinin meydana geldigi fizis bdlgesi olarak isimlendirilir.

Fizis, kondrosit gelisimi ve doniisiimiiniin gerceklestigi ii¢c alandan olusur.

Rezerv alani: Istirahattaki hiicrelerin gelisimlerinin devami igin gerekli iiriinleri
depo ettikleri yerdir. Bu alan fizisin, epifize yakin kisminda yer alir.

Proliferatif alan: Hiicre proliferasyonu ve matriks olusumunun gergeklestigi
alandir. Burada yiiksek oksijen basinci ve yiiksek proteoglikan konsantrasyonu esliginde
kondrositler uzunlamasina biiyiimeye olanak saglayacak sekilde organize olurlar.

Hipertrofik bélge: Olgunlasma, dejenerasyon ve gegici kalsifikasyon
alanlarindan olusan bu bolgede, hiicreler ilk asamada boyut olarak biiyilirken kalsiyum

icerikleri artar, daha sonra apopitoz esliginde mineralizasyonun gergeklesmesi igin, 6lii
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hiicrelerdeki kalsiyum igerigi agiga ¢ikar. Osteoblastlar bu bolgede aktiftirler. Diisiik
oksijen basinct ve diisiik proteoglikan konsantrasyonu ile kikirdak kalsifikasyonu
uyarilmaktadir.

2. intramembranéz ossifikasyon: Kikirdak bir gecis yapisi olmadan, dogrudan
yeni kemik olusumudur. Embriyolojik hayatta ve kirik iyilesmesi sirasinda izlenir.
Ossifikasyonun bu tipinde mezenkimal hiicrelerin katman veya membranlar seklinde

toplanmasi sonrasi osteoblast invazyonu ile yeni kemik olusumu meydana gelir.

2.2. KIRIK IYILESMESI

Iskelet fonksiyonlarinin restorasyonu ve optimal tamir ile sonuglanan kirik
iyilesmesi, karmasik, organize ve fizyolojik bir olaydir. Viicuttaki diger dokularin
aksine kemikte iyilesme sirasinda skar olusumu izlenmez, mekanik stabilitenin devam
ettirilebilmesi i¢cin normal kemik dokusu ile iyilesme gergeklesir. Kirik iyilesmesi
sirasinda, embriyolojik kemik olusumunun ana basamaklari tekrarlanir. Bu siiregte dort
farkli temel kirik iyilesme tipi izlenmektedir: Enkondral ossifikasyon, intramembrandz
ossifikasyon, apozisyonel kemik olusumu ve osteonal migrasyon (creeping substitution).
Kirik iyilesmesi siirecinde izlenen olaylar, biiyiime kikirdagindakilerle aynidir.
Aralarindaki fark ise, 1iyilesme siirecindeki degisikliklerin gegici olmast ve
remodelizasyon sonucu meydana ¢ikan lamellar kemik olusumu ile sona ermesidir.’
Iyilesme tipi ne olursa olsun, kars1 karsiya gelen iki kirik fragmanimin arasinda iyilesme

olabilmesi i¢in mutlaka var olmasi gereken iki 6ge, vaskiilarite ve stabilitedir.*
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Kirik iyilesmesinde 6nemli rol oynayan dort ana yapi; kemik iligi, korteks,
periost ve gevre yumusak dokulardir.™® Bu yapilardan her biri, hasar géren dokudaki
biiyiime faktorleri, hormonlar, besinler, pH, oksijen basinct ve mekanik stabilite gibi bir
cok faktore bagli olarak kirik iyilesmesine degisik boyutlarda katkida bulunmaktadir.
Bahsedilen yapilarin biyolojik agidan kirik iyilesmesinde etkilerini gosterebilmeleri i¢in
dort temel 6geye ihtiyag duyulur:7’8 1) Progenitor hiicrelerin kirik bolgesinde kikirdak
veya kemige farklilagmalarini saglayacak molekiiler sinyal ve mekanik uyarilari
almalar1, 2) Progenitdr hiicrelerin tutunabilecegi ve hiicre farklilagmasinda kritik role
sahip bliylime faktorleri ve sitokinlerin depolanabilecegi uygun bir ekstraseliiler matriks,
3) Kirik iyilesmesinde molekiiler agidan diizenleyici role sahip biiyiime faktorleri,
hormonlar ve proteinlerin varligi, 4) lyilesme igin gerekli olan oksijen ve besin ile
birlikte progenitor hiicrelerin hasarli bolgeye tasinmasini saglayacak bir vaskiiler sistem.

Histolojik agidan klasik olarak kirik iyilesmesi, primer (dogrudan) ve sekonder
(dolayli) iyilesme olarak iki baslik altinda siniflandirilabilir.

Direkt (primer) kortikal iyilesme

Direkt iyilesme, kirik fragmanlarinin anatomik rediiksiyonu, rijid internal tesbiti
ve azalmis interfragmanter gerilimin saglandigi kosullarda meydana gelir. Bu tip
iyilesmede, mekanik devamliligin restorasyonu i¢in korteks tarafindan anatomik
remodelizasyon {initeleri (cutting cones) olusturulur.” Tiinel yapisindaki bu iiniteler,
yeni Havers sistemlerini olusturur ve bunlarin icinde ilerleyen damarlarin yapisindaki

vaskiiler endotel hiicreleri ve perivaskiiler mezenkimal hiicreler de, osteoblastlari
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olusturacak osteoprogenitor hiicrelere kaynak olustururlar. Bu tip iyilesme sirasinda,
genellikle kallus olusumu izlenmez."

Indirekt (sekonder) iyilesme

Kiriklar c¢ogunlukla dolayli(sekonder) iyilesme ile kaynamaktadir. Bu tip
iyilesmede, intramembrandz ve endokondral ossifikasyon birlikte izlenmekte ve
bunlarin sonucunda ortaya kallus dokusu cikmaktadir.'® Kallus olusumu, genel olarak
kirik hattindaki hareket tarafindan uyarilirken, rijid fiksasyon ile inhibe olmaktadir.’

Intramembrandz ossifikasyon sirasinda, kirik hattina komsu periosttaki
farklilagsmamis mezenkimal kok hiicreler (MSC) ve uyarilmig osteoprogenitor hiicreler,
kikirdak olusumu meydana gelmeden, direkt kemik olusumunu saglar. Sonugta,
histolojik olarak “sert kallus” olusumu izlenir.'” Bu tip iyilesmede kemik iliginin
kaynamaya katkisi, sadece iyilesmenin erken asamalarindadir. Bu asamada, endotel
hiicreleri polimorfik hiicrelere doniiserek osteoblastik bir fenotip sergilemektedir.11

Endokondral ossifikasyon sirasinda, farklilasmamis MSC’ler molekiiler uyarilar
sayesinde prolifere olur ve farklilasarak kalsifiye olmalarini takiben kemige doniistirler.
Bu tip kirik iyilesmesinde, kirik hattina komsu periost ve yumusak dokularin etkileri 6n
plana c¢ikmaktadir. Bu dokular, erken donemde ortaya ¢ikan ve kirik fragmanlarinin
stabilizasyonunda koprii islevi goren, histolojik olarak “yumusak kallus” olarak
isimlendirilen iyilesme dokusunun olusumunda 6nemli rol oynamaktadir.'® Bu tip kirik
iyilesmesindeki basamaklar, zamana gore alti baslik altinda smiflandirilabilir: A)

Hematom olusumu ve enflamasyon, B) anjiyogenez ve kikirdak olusumu, C) kikirdak
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kalsifikasyonu, D) kikirdak rezorpsiyonu, E) kemik olusumu, F) kemik remodelizasyonu

(Sekil 1).
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Sekil 1. Endokondral kemik olusumu semasi. A) Mezenkimal hiicreler yogun bir sekilde
toplanarak (B) kondrositlere farklilagirlar ve olusacak kemigin avaskiiler kikirdak modelini meydana
getirirler. (C) Orta kisimda yer alan kondrositlerin proliferasyonu sonlanir ve hipertrofiye olmaya
baslarlar. (D) Hipertrofik kondrositlerin komsulugunda yer alan perikondriyal hiicreler ostoblastlara
doniiserek bir kemik halka olustururlar. Bu agamada, damar olusumunu uyarici etkisi bulunan faktoérleri
salgilayan ve apopitoza ugrayan hipertrofik kikirdak dokusu, mineralize matriks olusumunu diizenler. (E)
Osteoblaslarin ve yeni olusan damarlarin ortak etkisi ile primer kemik trabekiilleri meydana gelir.
Kondrosit proliferasyonunun anjiyogenez esliginde devam etmesi sonucu kemigin uzamasiyla sonuglanan
bir siire¢ ortaya g¢ikar. Kemik halkada bulunan osteoblastlar kortikal kemigi olustururken, primer
trabekiillerin yapisindaki osteoblast dnciilleri kansell6z kemigi meydana getirir. (F) Kondrosit hipertrofisi,
yeni damar olusumu ve osteoblast etkinliginden olusan bir dongii sayesinde kemik uglarinda sekonder

ossifikasyon merkezleri meydana gelir.
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Bu asamalardan sadece kirik iyilesmesinde izlenen ve normal kemik
olusumunda yer almayan, “hematom olusumu ve enflamasyon” asamasidir. Viicudun
hasarlanmaya verdigi diger tiim yanitlarda oldugu gibi bu asama da, immiin bir yanitin
ortaya c¢ikmasi ile karakterizedir. Bu siire¢ igerisinde sitokinler, trombositler, MSC ve
Kemik Morfojenik Proteinleri (BMP) tarafindan enflamatuar bir yanit olusturulur.'*"
Enflamatuar hiicreler tarafindan salgilanan Interlokin(IL)-1, IL-6 ve Tiimér Nekroz
Faktorii(TNF)-a’nin diger enflamatuar hiicreler iizerinde kemotaktik ve mezenkimal
hiicreler {izerinde uyaric etkisi bulunmaktadir."* Kirik sonrasi akut donemde IL-1 ve
IL-6’nin maksimum diizeyde ifade edildigi ve kirigin 3. giiniinden itibaren bu diizeyin
sifira kadar diistiigii géisterilmistir.15 Bununla es zamanli olarak, trombin ve
subendotelyal kollajen tarafindan uyarilan trombositler, kirik iyilesmesinin
baglatilmasinda onemli rol oynadigi bilinen Trombosit Kdokenli Biiylime Faktorii
(PDGF) ve Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii(TGF)- salgllar.16 Bu faktorler mezenkimal
hiicre migrasyonu, aktivasyonu ve proliferasyonu ile birlikte anjiyogenez, akut
enflamatuar hiicre kemotaksisi ve trombosit agregasyonunu da uyarmaktadir. Yine ayn
zaman diliminde BMPler hem kemik matriksinden salinir, hem de uyarilmis primer
mezenkimal hiicreler tarafindan iiretilirler.'” ilerleyen giinlerde MSCler prolifere olur ve
kondrojenik veya osteojenik bir hiicre tipine farklilagir.”® Bu erken asamada,
rejenerasyon yolaginin devami igin gerekli olan anjiyogenez de gerceklesir. Olusan
kallus igerisine vaskiiler yapilarin gelisimi, Fibroblast Biiylime Faktorii (FGF), Vaskiiler
Endoltelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) ve Anjiyopoetin 1 ve 2 tarafindan regiile edilir.”"

Anjiyopoetin 1’in kirik iyilesmesinin ilk fazinda aktif oldugu, VEGF’nin ise bunun

15



ardindan, kikirdak ve kemik olusumu safhalarinda da uyarildigi gosterilmistir.” Kirik
iyilesmesinde rol oynayan cesitli faktor ve molekiillerin etkin olduklar1 zaman araliklari

Grafik 1°de 6zetlenmistir.
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Grafik 1. Kirik iyilesmesinde rol oynayan sinyal molekiillerinin etkilerinin zamana gore

dagilimi. (kesikli ¢izgiler, ¢esitli kaynaklar arasindaki goriis ayriligini ifade etmektedir)

Kirik iyilesmesinin sonraki agsamalarinda ise, anjiyogenezi takiben endokondral
ve intramembrandz ossifikasyon stiregleri devam etmektedir. Kikirdak dejenerasyonu ile
karakterize matriks kalsifikasyonu ve orgiili kemik olusumu, remodelizasyon siirecine

girildiginin biyolojik gostergeleridir. Aylar ve bazen de yillar siirebilen bu siirecte
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orgiilii kemik, lamellar kemige doniismekte ve kemik, travma Oncesi morfolojisi ve
mekanik kuvvetini yeniden kazanmaktadir.

Sonug olarak, kirik iyilesmesi, kemiklerin fonksiyonel yapisinin restorasyonunu
saglayan, 6zellesmis bir biyolojik siiregtir. Bu karmasik olaylar zinciri sayesinde kemik,
viicudun diger dokularinda bulunmayan bir sekilde orijinal haline donerek gerekli kas-

iskelet fonksiyonlarin devamin saglar.

2.3. GREFTLER ile KIRIK IYILESMESININ UYARILMASI

Ortopedik cerrahide, basta travma olmak iizere osteomyelit, konjenital
anomaliler ve malignitelerin tedavisi sirasinda karsilasilan kemik defektleri ciddi
sorunlar yaratir. Bu defektlerin tedavisinde farkli fiksasyon yontemlerine ek olarak yeni
kemik olusumunu uyarmak igin cesitli tedavi metodlarina bagvurulmaktadir. Bunlardan
en sik tercih edileni, kemik olusumunu ¢esitli etki mekanizmalariyla uyaran ve defekt
tedavisinde kemik yerine bosluk doldurmak i¢in kullanilan greftlerdir. Greftlerin kemik
iyilesmesine katkilar1 {i¢ degisik mekanizma ile olugsmaktadir (Tablo 1):

Osteojenite : Yeni kemik olusturabilme kapasitesidir. Osteoblast ve osteoblasta
doniisme potansiyeli bulunan hiicreler osteojeniktir ve bu hiicreleri igeren greftler de
osteojenik ozellik tasimaktadir.

Osteoindiiktivite : Kok hiicrelerin uyarilarak olgun osteoblast ve osteosite

farklilagmalarini saglama kapasitesidir. Kemik olusumu i¢in gerekli kosullardan biridir.
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Osteokondiiktivite : Canli kemik dokunun iizerinde biiyliylip gelisebilecegi bir
mekanik temel olusturma kapasitesidir. Osteokondiiktif maddelerin belirli 6zelliklerinin
(6rn. por biiytikliigii) osteoindiiktivite lizerinde de 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.

Greftler, sahip olduklar1 yukaridaki ana etki mekanizmalarina gore {i¢ alt baslik
altinda incelenecektir.

1. Osteojenik greftler

2. Osteoindiiktif greftler

3. Osteokondiiktif greftler

Tablo 1. Greft materyallerinin 6zellikleri.

Osteokondiiktif ~ Osteoindiiktif  Osteojenik  Avantaijlar

Kemik Otogreft +++ ++ ++ Altin standart, gesitli
Allogreft +++ +/- - sekillerde kullanilabilir
Biyomateryal DBM + ++ - BMP igerir
Kollajen ++ - - Tastyic1 gorevi yapabilir
Seramik Hidroksiapatit + - - Biyouyumlu ve yapisal
Trikalsiyum fosfat -+ - - destek saglar
Faktor BMP - +++ - Kaynak simirsizdir

2.3.1. OSTEOJENIK GREFTLER

Otojen greftler osteojenik, osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zelliklerin hepsini
bilinyesinde barindiran tek greft secenegi olarak, giinlimiizde fiizyon, kaynamama ve
segmenter defektlerin tedavisinde altin standarttir.’**> Buna ek olarak trikortikal
greftlerin, ameliyatta implantlar ile olusturulan yapmin erken dénemde mekanik
kuvvetine destek saglama gibi bir avantaji da vardir. Bu sayilan 6zellikleri ile otojen

greftler, allojen ve sentetik greftlerden {istlindiir.
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Kapsadiklar1 osteojenik oOnciil hiicreler ve osteoblastlar ile yeni kemik
olusumunu uyarirken, immiinolojik uyumluluk ve hiicre dejenerasyonu gibi sorunlar
ortaya ¢ikmamaktadir. Osteonekroz, nadir de olsa rastlanan bir komplikasyon olup,
cerrahi teknik ve greft hazirlama asamalarindaki dikkatli uygulama ile bunun en aza
indirgenebilecegi belirtilmistir.*®

Farkli otojen greftlerin kendilerine has avantajlari bulunmaktadir. Yapisal
anatomisi geregi kortikal greftlerin daha {istiin mekanik o6zellikleri varken, kansell6z
greftlerin daha fazla ve ¢esitli hiicre igerigi ve metabolik aktivitesi bulunur. Kanselloz
kemigin kortikal kemige gore metabolik acidan sekiz kat daha aktif oldugu ve kortikal
kemigin ise kanselloz kemige gore dort kat daha yogun yapida oldugu gésterilmistir.27

Kanselloz greftin trabekiiler yapisi, kolay revaskiilarizasyon ve hizli greft
inkorporasyonuna olanak saglar. Uygulama sonrasi mekanik kuvvetinin olmamasi ve
nekrotik zeminde yeni kemik olusmasi ile meydana ¢ikan zayiflik gibi dezavantajlarina
karsin, istiin biyolojik kapasitesi ile greft inkorporasyonunu takiben aylar igerisinde
saglam bir kemik yapi olusmasina olanak tanur.”****’ MSCler tarafindan kemik iligi
bosluklarinin infiltrasyonu ile karakterize greft vaskiilarizasyonu implantasyon sonrasi
ilk iki giinde baglar ve osteointegrasyonun bu ilk asamasini, dort hafta sonra izlenen
nekrotik kemik rezorpsiyonu ve aktif kemik olusumu ile birlikte greft remodelizasyonu
izler.” Histolojik olarak bu asamada trabekiiler yapilarin iizerinde osteoblastlarin
osteoid depozitleri biriktirdigi izlenebilir.”’ Bunu takip eden remodelizasyon siireci ise

aylar siirmektedir.*
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Kortikal kemik greftleri, kanselloz greftlere gore daha az miktarda osteoblast,
osteosit ve biiylime faktorii ihtiva ederler. Ancak, baslangicta kemik fiksasyonuna
sagladiklar1 mekanik stabilite onemli bir avantajdir. Kortikal greft uygulamalarinda,
yogun korteks yapisinin rezorpsiyonu ile karakterize osteoklastik aktivite ve kemik
kaybi, greftleme girisiminden 2 hafta sonra ortaya c¢ikar.*® Bunun sonucu olarak da
greftin sagladigi mekanik giicte %75¢ ulasan oranlarda kayip izlenir.>' Buna ek olarak,
kortikal greftlerin revaskiilarizasyon ve remodelizasyon siirecleri de daha uzun
stirmektedir. Vaskiiler penetrasyon olugsmasini zorlagtiran diisiik ylizey alanma sahip
yapist nedeniyle kortikal greftlerde revaskiilarizasyonun ortaya ¢ikmasi yaklasik 2 ay1
bulur.** Greft inkorporasyonunun yeni kemik olusumu ile basladig1 kanselloz greftlerin
aksine, kortikal greftlerde oncelikle osteoklastlar, yogun yapidaki korteksleri rezorbe
etmelidir. Kopekler lizerinde yapilan bir calismada kortikal greftlerin 6 hafta sonrasinda
mekanik giiciiniin azaldig1 ve 24. haftaya kadar diislik seviyelerde kaldigi, 48. haftada
ise normal seviyelere dondiigii gosterilmistir.>

Osteojenik greftlere diger bir ornek ise, minimal invazif tekniklerle elde
edilebilen otojen kemik iligidir. Baglangigta yogun ilgi goren kirik hattina kemik iligi
enjeksiyonu uygulamasinin, pratikte bazi sorunlara yol actig1 izlenmistir. Bunlardan ilki,
kemik 1iligi aspiratindaki farklilasmamis kok hiicrelerin diisiiniildiigii kadar yiiksek
sayida olmamasidir. Geng eriskinlerde kok hiicre sayist her 50.000 hiicre basina 1 iken,
yaslilarda 1.000.000 hiicrede 1 olarak hesaplanmistir.” Diger bir sorun ise, kemik iligi
aspiratinin  enjekte edildigi yerden komsu dokulara dagilmasidir, bu da artmis

heterotopik ossifikasyona neden olmaktadir. Bu nedenlerle otojen kemik iligi aspirati
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tek basina bir tedavi segenegi olarak tercih edilmemekte, ancak bazi klinik durumlarda

diger girisimlere ek olarak kullanilmaktadir.

2.3.2. OSTEOINDUKTIF GREFTLER

Osteoindiiksiyon, greft igerisinde bulunan g¢esitli biiylime faktorlerinin, kok
hiicrelerin olgun osteoblast ve osteositlere farklilagsmasini uyarmasidir. Glinlimiiz klinik
uygulamalarinda bu faktorler ii¢ sekilde karsimiza ¢ikmaktadir:

1) Otojen greftlerde biiyiime faktorleri dogal olarak yeterli miktarlarda
bulunmaktadir.

2) Demineralize kemik matriksi (DBM), kemigin, kalsiyum hidroksiapatit
tuzlarindan arindirilmig, glikoprotein ve protein yapisindaki molekiillerden olusan
formudur. Diisiik miktarlardaki kollajen icerigi ile minimal bir osteokondiiktif etkiye
sahip olsa da, DBM’nin yeni kemik olusumuna ana katkisi igerdigi c¢esitli biiyiime

faktorleri sayesinde sahip oldugu osteoindiiktif 6zelliktir.”*™

DBM, giiniimiizde cesitli
klinik durumlarda yeni kemik olusumunu uyarmak amaciyla kullanilan ticari bir greft

materyalidir.

3) Kemik morfojenik proteini(BMP)-2’nin osteoporotik hastalarda lomber

36,37 38,39

flizyon amaciyla ve BMP-7(OP1)’nin agik tibia kiriklarinda ve kaynamamada
kullanilmak tizere sinirl klinik kullanima girmis ticari formlar1 bulunmaktadir.

Biiytime faktorlerinin kendi baglarina kemik iyilesmesi lizerine olan etkileri tam

olarak ortaya konulamamistir. Bu konuda molekiiler diizeyde yapilan ¢ok sayidaki
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caligma, bu faktorlerin yeni kemik olusumu iizerine farkli sekillerde uyarict etkileri

bulundugunu gostermistir. Bahsedilen faktorler dort baslik altinda incelenebilir:

I. Dontistiirticti Biiyiime Faktorii-Beta ailesi
Kemik Morfojenik Proteinleri
Déniistiiriicti Biiyime Faktorii-Beta

II. Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii

III. Fibroblast Biiylime Faktorii

IV. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktdrleri

I. Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii-Beta (TGF-) ailesi

TGF-B ailesi, kemik morfojenik proteinleri(BMP), doniistiiriicii biiylime
faktorii-beta(TGF-), biiyiime farklilagsma faktorleri(GDF), Mullerian inhibitér madde,
aktivinler ve inhibinleri igeren biiyiik bir biyolojik molekiiler topluluktur. Insan
genomunda bu grupta simdiye kadar en az 34 iiyenin oldugu tesbit edilmistir.*’

Bu grubun {yeleri yiiksek molekiiler agirlikli Onciillerden sentez edilip
proteolitik enzimler tarafindan aktive edilirler.*' Etkilerini, hedef hiicre zar1 iizerindeki
serin/treonin kinaz reseptorleri tizerinden gosterirler.”” Bu ligand-reseptor etkilesimi,
sonugta hiicre ¢ekirdeginde gen ifadelenmesine yol acan bir hiicre i¢i sinyal yolagim
aktive eder. BMP-1 ve -8, GDF-1, -5, -8, -10, TGF-B1, -B2 ve -3, intramembrandz ve
endokondral ossifikasyonun farkli evrelerinde kirik iyilesmesini uyaran, TGF-f ailesinin

klinik 6neme sahip iyeleridir.*

22



Kemik Morfojenik Proteinleri (BMP)

BMP ailesi liyeleri, primer amino asit dizilimlerine gore dort alt gruba ayrilir.
Buna gére BMP-2 ve BMP-4 birinci grupta, BMP-5, BMP-6 ve BMP-7 ikinci grupta,
GDF-5(BMP-14), GDF-6(BMP-13) ve GDF-7(BMP-12) iiciincii grupta ve BMP-
3(osteogenin) ve GDF-10(BMP3b) dordiincii grupta yer almaktadir.** BMPler, etkilerini
tip-1 reseptorleri transfosforile eden tip-II serin/treonin kinaz reseptorlerine baglanarak

gosterirler.*>*

Bu yolla hiicre c¢ekirdegi icindeki hedef gen transkripsiyonunu
diizenleyen BMPler, osteoblast, kondroblast, ndron ve epitel hiicreleri gibi ¢esitli hiicre
tiplerinin biiyiime, farklilasma ve apopitoz asamalarinda kritik rol oynar.** Buna ek
olarak BMP-4/BMP-7 ve BMP-2/BMP-7 gibi heterodimerlerin, mezenkimal hiicrelerin
proliferasyonu ve osteoblastlara farklilagmasi1 asamalarinda artmis osteoindiiktif etkiye
sahip oldugu in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir.*’

BMPlerin ana kaynagi, osteoprogenitor hiicreler, mezenkimal hiicreler,
osteoblastlar ve kondroblastlar tarafindan iretilen ekstraseliiller matrikstir. BMPler,
kondro-osteogenez i¢in gerekli ardisik olaylardan olusan bir biyolojik yolag: baslatirlar.
Bu yolakta kemotaksis, mezenkimal ve osteoprogenitor hiicre proliferasyonu ve
farklilagmasi, anjiyogenez ve kontrollii ekstraseliiler matriks sentezi yer alir.***
Diizenleyici etkileri ise, hedef hiicre tipi, hiicrenin farklilagma basamagi, ligandin lokal
konsantrasyonu ve ¢evredeki diger faktorlerle etkilesimi gibi gesitli faktorlere baglidir.*

BMP ailesi {lyeleri yapisal ve fonksiyonel olarak biiyiik benzerlikler
gostermekle birlikte, fare ve siganlar ile yapilan ¢aligmalarda herbirinin kirik iyilesmesi

siirecindeki ifadelenmesi ve iistlendigi gorevin farkli oldugu gdsterilmistir.'”*~°
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Bunlardan en 6nemlisi BMP-2dir. Kirik iyilesmesinin ilk {i¢ haftasinda en yiiksek
diizeylerde izlenen bu molekiil, mezenkimal hiicrelerin uyarilmasi, kondrogenez, diger
BMPlerin ifadelenmesinin diizenlenmesi ve MSClerin osteoblast yoniinde farklilagmasi
(BMP-6 ve BMP-9 ile birlikte en etkili molekiil) gibi énemli rollere sahiptir.”® BMP-
4’lin de 6. saat — 5. giin aras1 kallus olusumunu ve 2 ila 3. haftalar arasinda in vitro
kosullarda BMP-3 ile birlikte insan kaynakli monositlerin migrasyonunu uyardigi
gosterilmistir.* BMP-7 ise, kirik iyilesmesinin 2 ila 3. haftar1 arasi her iki tip kemik
olusumunda da etkisini gostermekte ve olgun osteoblastlarin in vitro uyarilmasim
saglamaktadir. Buna benzer olarak GDF-10, BMP-5 ve BMP-6 da 3. giin — 3. hafta
arasinda her iki tip kemik olusumunda diizenleyici etkiye sahiptir. Bunlarin i¢inden
BMP-6’nin ayrica kondrosit olgunlagsmasini uyardig1 6ne siiriilmiistiir. Son olarak GDF-
1 ve GDF-5’in 1. ve 2. haftalar arasinda mezenkimal agregasyon ile birlikte matriks
proteinlerinin yikimi ve endotelyal hiicre kemotaksisi yollar1 ile anjiyogenezi uyardigi
bildirilmistir.”® Cheng ve ark. tarafindan yapilan analizde 14 tip BMP, osteojenik
potansiyelleri agisindan deneysel bir modelde incelenmistir.”' Buna gore BMP-2, BMP-
6 ve BMP-9, MSClerin osteoblast yoniinde farklilagmasini uyaran en giiglii molekiiller
olarak modelin en basinda yer alirken, BMP-3 ve BMP-13 disindaki diger BMPlerin
osteoblastik Oncii hiicrelerin ve osteoblastlarin terminal farklilagsmasini uyarabilecek
potansiyele sahip oldugu 6ne stiriilmiistiir.

BMPlerin ayrica kemik olusumu ve anjiyogenez ile yakindan iligkili olan
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii ve Vaskiiler Endotelyal Bilyiime Faktdrii’niin sentez ve

sekresyonunu uyarici etkileri olabilecegi’” ve anjiyogenezle sonuglanan endotelyal hiicre
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aktivasyonu ile kemik olusumu iizerinde dogrudan olumlu etkilerinin bulunabilecegi
bildirilmistir.>>* Deneysel calismalarda BMP-2 ve BMP-7’nin kritik boyutlu
defektlerde, kiriklarda ve spinal fiizyonda kemik olusumunu artirdigi gésterilmistir.”’38
Benzer sekilde, tibia kirigi/kaynamamasi olan bir grup hasta iizerinde yapilmis bir klinik
calismada ise BMP-7 uygulamasinin otojen greft uygulamasina esit sonugclar sagladig
bildirilmistir.*® Aralarinda en nemlisi bir BMP-2 reseptor blokeri olan Noggin’in de yer
aldigt BMP antagonistleri ile yapilan deneysel calismalarda da BMP’nin kirik
iyilesmesindeki Onemli roli gésterilmistir.55’56 Giliniimiizde, bahsedilen c¢alismalarin
15181inda BMP-2"nin osteoporotik hastalarda lomber flizyon amaciyla ve BMP-7’nin agik

tibia kiriklarinda ve kaynamamada kullanilmak iizere sinirli klinik kullanima girmis

ticari formlar1 bulunmaktadir.

Doéniistiiriicii Biiyyiime Faktorii — Beta (TGF-p)

Bes izoformu bulunan bu grubun iiyelerinin kemik iyilesmesinin enflamatuar
fazinin baslangicinda trombositlerden salinmalari nedeniyle kallus olusumunun
baslangi¢ sathasinda rol oynadiklari diisiilmektedir."®"” Bununla birlikte TGF-4,
osteoblast ve kondrositlerce de iiretilerek kemik matrikste depolanir.'” Etkilerini
BMP’ye benzer sekilde tip-I ve tip-II serin/treonin kinaz reseptorleri {izerinden
gosterir.”’

TGF-B mezenkimal hiicreler tlizerine kuvvetli bir kemotaktik etkiye sahiptir ve
MSC, preosteoblast, kondrosit ve osteoblast proliferasyonunu uyarir."”” Buna ek olarak

kollajen, proteoglikanlar, osteopontin, osteonektin ve alkalen fosfataz gibi hiicre dis1
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proteinlerin iiretimini de uyarlr.58 Ana roliinlin kondrogenez ve endokondral kemik
olusumu asamalarinda oldugu diisiiniilmektedir.”® TGF-B’min ayrica, osteoprogenitdr
hiicreleri uyararak BMP sentezini baslattigs,'” osteoklastik aktivasyonu inhibe ettigi ve
osteoklast apopitozunu artirdigi bildirilmistir.”” Deneysel ¢alismalarda, kondrogenez
asamasinda en yiiksek degerlerine ulasan TGF-B2 ve TGF-B3’lin, TGF-B1’e gore kirtk
iyilesmesinde daha 6nemli bir rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir. Bunu destekleyen diger bir
bulgu da TGF-B1’in saglikli diyafizer kemikte yiiksek bazal diizeylerde sentezlenmesi
ve kirik iyilesmesi siirecinde bu seviyenin sabit kalmasidir."” Cesitli calismalarda TGF-
B’nin hiicresel proliferasyonu uyardigi gosterilmistir. Ancak, osteoindiiktif potansiyeli
siirlidir ve yan etki profili de klinik kullanimin daha da simirlamaktadir.”

I1. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktori (PDGF)

A ve B zincirlerinden olusan homo veya heterodimerik bir polipeptid olan
PDGF, etkilerini tirozin kinaz aktivitesi olan reseptorler aracilifiyla gosterir. IL-1, TNF-
a ve TGF-B, PDGF’nin reseptore baglanmasini etkiler.*! PDGF, trombosit, monosit,
makrofaj, endotel hiicreleri ve osteoblastlar tarafindan sentezlenen ve mezenkimal
kokenli hiicrelere gli¢lii mitojenik etkisi olan bir molekiildiir.®!  Kirik lyilesmesinin
erken safthalarinda trombositlerce saliman PDGF’nin enflamatuar hiicreler iizerinde
onemli kemotaktik, MSC ve osteoblastlar iizerinde ise kuvvetli proliferatif etkilerinin
oldugu kanitlanmistir.'” Nash ve ark. bir tavsan modelinde PDGF ile tedavi edilmis
tibial osteotomilerde kallus yogunlugu ve hacminde artis oldugunu gdstermistir.®”
Gilinlimiizde, bu konuda yapilan deneysel caligmalarda elde edilen yiiz giildiiriicii

sonuglar sinirl oldugu i¢in PDGF nin tedavi potansiyeli tartismalidir.
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I1I. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

FGF ailesinde yapisal olarak birbirine benzeyen dokuz adet polipeptid
bulunmaktadir. Asidik ve bazik FGFler, normal eriskin dokuda en yiiksek miktarda
bulunan molekiil tipleridir.”> FGFler etkilerini tirozin kinaz reseptorii etkilesimi ile
gtisterirler.64 Kemik 1iyilegsmesi sirasinda monosit, makrofaj, mezenkimal hiicreler,
osteoblast ve kondrositler tarafindan salinan FGFler, fibroblast, miyosit, osteoblast ve
kondrosit gibi gesitli hiicrelerin biiylime ve farklilagmasini uyarirlar. Kirik iyilesmesinin
erken evrelerinde dokudaki diizeyleri yiikselir ve anjiyogenez ile birlikte mezenkimal
hiicre ¢ogalmasinda 6nemli rol oynarlar. a-FGF temel olarak kondrosit proliferasyonunu
etkileyerek kondrosit olgunlagsmasini uyarirken, B-FGF osteoblastlar tarafindan {iretilir
ve a analogundan daha etkili oldugu kanitlanmistir."® Képekler iizerinde olusturulan bir
tibial osteotomi modelinde FGF-2’nin osteotomi hattina tek enjeksiyonluk

uygulamasinin kallus boyutunu erken dénemde artirdig1 gosterilmistir.®

IV. insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF)

IGF-I(Somatomedin-C) ve IGF-II(iskelet Biiyiime Faktorii) kaynaklar1 kemik
matriksi, endotel hiicreleri, osteoblast ve kondrositlerdir. IGF-I serum konsantrasyonlari
genel olarak Biiyime Hormonu tarafindan diizenlenir."”*' IGF’lerin biyolojik
davraniglart hiicreye oOzellesmis bir sekilde, IGF baglayicit proteinler aracilifiyla
gerc;eklesmektedilr.66 IGF-I, farklilasmis osteoblastlar tarafindan kemik matriksi
sentezini artirarak kemik iyilesmesini olumlu yonde etkiler® ve IGF-I’den daha

kuvvetli bir etkiye sahiptir."” IGF-II ise etkisini, endokondral kemik olusumunun daha
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sonraki bir asamasinda tip I kollajen iiretimi, kikrdak matriks sentezi ve hiicresel
proliferasyonu uyararak gosterir.’® Literatiirde IGF’nin kemik iyilesmesi iizerine olan
etkileri konusunda yapilan galismalarda degisik sonuglar bildirilmis™ ve bu konudaki

etkinliginin anlasilabilmesi i¢in de daha ileri diizeyde caligmalar gerekmektedir.

2.3.3. OSTEOKONDUKTIF GREFTLER

Canli kemik dokunun iizerinde gelisebilecegi bir mekanik temel ve yeni olusan
kemigin icerisini doldurabilecegi bir iskelet gorevi gorebilen materyaller osteokondiiktif
greftlerdir. Bu grupta allogreftler, kollajen, sentetik polimerler, silikon temelli bilesikler

ve seramikler yer almaktadir.

Allogreftler

Allogreftler, kadavra veya total kalga artroplastisi uygulanan donérlerden elde
edilen ve otojen greftlere alternatif olarak kullanilan kemik greftlerdir. Enfeksiyoz ve
immiinojenik potansiyellerini en aza indirmek i¢in bir dizi islemden gegerler ve bunun
sonucu olarak da canli hiicre ihtiva etmedikleri i¢in osteojenik 6zellik tasimazlar.
Defektif dokuya dogal ve iyi kalitede bir kemik destegi saglasalar da, bakteriyel ve viral
hastalik gecisi i¢in risk 0lusturmaktadurlar.69 Osteoartikiiler masif allogreftler, eklemi
ilgilendiren tiimorlerin tedavisi, yapisal allogreftler ise total kalca artroplastisi
revizyonunda segmenter defektlerin tedavisinde tercih edilen allogreftlerdir. Bu iki

kortikal allogrefte ek olarak klinik kullanimi en yaygin olan allogreft tipi kanselloz
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cipslerdir(yonga). Genellikle 0,5 ila 1 cm® hacminde hazirlanan ticari formlardaki

cipsler, farkli boyutlardaki kemik defektlerin doldurulmasinda kullanilmaktadir.

Kollajen

Dogal matriksler yiiksek biyouyumluluklar1 sayesinde greft olarak biiyiik bir
avantaja sahiptirler. Ekstraseliiler matrikste bol miktarda bulunan kollajen, bu alanda
yaygin olarak kullanilan materyallerin basinda gelir. Tip I kollajen, fazla miktarlarda
bulunmasi, elde edilmesinin kolay olusu, biyouyumlulugu, yapisindaki telopeptidlerin
uzaklastirilmasiyla antijenitesinin en aza indirgenmesi, yapiskanlhigi, fibréz dokusu
sayesinde kirilganlik 6zelliginin bulunmamasi, siitlire edilebilmesi, sahip oldugu yliksek
porozite ile yeni doku olusumunu desteklemesi, yeni olusan doku matriksine yapisindaki
liflerin inkorpore olabilmesi ve diger materyallerle kombine edilebilmesi gibi avantajlari
ile klinik uygulamada en yaygm kullanim alam bulmus kollajendir.”® Tip I kollajen,
dogal yapisinda veya denatiire hali olan jelatin formunda kullanilabilmektedir. Dogal
kollajenin iki farkli fiziksel formu vardir. Bunlar, siv1 igerigi artarak hacim kazanmis
hidrojel ve seyrek liflerin organizasyonu ile olusan kafes seklindeki yapilardir. Kollajen
lifleri farkli metodlarla ¢apraz baglanabilmektedir. Bunlardan biri olan dehidrasyon, su
icerigi toplam agirhigin %1’inin altina diistiiglinde meydana gelmekte ve kollajen
zincirleri arasinda peptid baglarin olugmasi ile sonuglanmaktadir. Diger metod olan
gluteraldehid ise, tip I kollajen ve kondroitin-6-siilfat polimerleri olusturulmasinda
tercih edilmektedir. Bu islemler sonucu olusan kollajenin yapisindaki porozite ve por

caplari, ihtiyaca gore sekillendirilebilmektedir.
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Yapilan ¢alismalarda kollajen genellikle diger osteoindiiktif, osteokondiiktif ve
osteojenik faktorlerin tasinmasi gorevini iistlenmis ve basarili sonuglar bildirilmistir.*®
Kollajen tek basma kullanildiginda sahip oldugu gorece diisiik yapisal 6zellikleri ile
zayif bir greft materyali izlenimi vermektedir. Buna karsin, BMP, MSC veya
hidroksiapatitle  birlikte  kullanildiginda  greft  inkorporasyonunu  artirdigi

kanitlanmigtir.”""2

Bu bilgiler 1s18inda kollajen, klinik uygulamalarda diger greft
materyalleri (kemik iligi, bifazik HA/TCP) ile birlikte degisik sekillerde (jel, graniil)

kullanilmaktadir ve kollajenin tedavi etkinligi hakkinda yapilan deneysel arastirmalar

devam etmektedir.

Sentetik polimerler

Polimetilmetakrilat(PMMA), bu grupta en sik kullanilan polimer ¢imentosu
olup uzun yillardir kemik defektlerin doldurulmasinda ve kompleks kiriklarin
rekonstriiksiyonunda kullanilmaktadir. PMMA, uygulanma kolaylig1 (kolay sekil alma,
cabuk sertlesme) ve iistiin mekanik 6zelliklere sahip olsa da, PMMA parcalarina karsi
viicutta dev hiicreler aracilifiyla osteolitik yabanci cisim reaksiyonu gelismekte ve
reabzorbsiyon olmamaktadir.”” Bu nedenle de mevcut defektin iginde yeni kemik
olusumu izlenmemektedir. Polimer ¢imentolarin bu dezavantajina ek olarak, yeni kemik
olusumu ve normal kemik iyilesmesi tizerine olumsuz etkileri olabilecegi One
stiriilmiistiir.

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolay1 parsiyel rezorbe olabilen yeni nesil

polimerler bu alanda kullanima girmistir. Poliglikolid (PGA) ve Poli-L-Laktid (PLLA)
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bu grupta yer alan en 6nemli polimerlerdir ve viicut icinde yikima ugradiklar: bolgelerde

yeni kemik olusumuna izin vermeleri en dnemli avantaj laridir.”>"™

Bu polimerler klinik
uygulamada vida, diibel(anchor), raptiye(tac) ve bosluk doldurucu(spacer) olarak kirik
fiksasyonu, artroplasti revizyonu ve bag rekonstriikksiyonu ameliyatlarinda yerlerini
almigtir. Son zamanlarda ortaya c¢ikan en Onemli kullanim alanlari ise, osteojenik
hiicreler, osteoindiiktif biiyiime faktorleri ve sentetik osteokondiiktif matriksten olusan
kompozit greftlerdir. Deneysel ve klinik calismalarda her ii¢ 6zelligi de tasiyabilecek
potansiyele sahip ve otogreftlere alternatif olabilecek kompozit greft bilesenleri

arastirtlmaktadir. Bunlara 6rnek olarak kemik iligi/sentetik polimerler, B-TCP/kemik

iligi, BMP/PGA ve kemik iligi/BMP/PGA sayilabilir.

Silikon temelli bilesikler

Bu gruptaki maddeler, biyoaktif camlar ve cam iyonomerleri olarak iki baglik
altinda incelenebilir.

I. Biyoaktif camlar

Biyoaktif camlar, sert, kati, poroziteye sahip olmayan, kalsiyum, fosfor ve
silikon dioksit (silikat) molekiillerinin birlesiminden olusan maddelerdir. Igerigindeki
sodyum dioksit, kalsiyum oksit ve silikon dioksit oranlar1 degistirilerek maddeye
¢ozilinebilir bir formdan rezorbe olmayan bir forma kadar ihtiya¢ dogrultusunda farkl
fiziksel dzellikler verilebilir. Iyilesme sirasinda, osteointegrasyon ve osteokondiiksiyon
ozelliklerine sahip olan biyoaktif cam ile kemik arasinda, yapisindaki dogala benzeyen

hidroksiapatit kristalleri sayesinde kuvvetli mekanik baglar kurulmaktadir.”> Seramik-
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hidroksiapatit gibi kalsiyum fosfat bilesiklerinden ¢ok daha iistiin mekanik 6zelliklere
sahip biyoaktif camin en Onemli dezavantaji, uygulama sirasinda delinme ve
sekillendirilmeye direng goOstermesidir. Bunlar denenirken materyal kirilabilir. Bu
nedenle kemige fiksasyonu zor olmaktadir, ancak kemik grefti genisleticisi olarak

klinikte yaygmn bir bicimde kullanilmaktadir.”®”’

I1. Cam iyonomerleri

Cam iyonomer ¢imentolari ilk olarak dis¢ilik alaninda kullanilmistir. Kalsiyum /
aliminyum / florosilikat cam tozundan olusan iyonomer ¢imento, polikarboksilik asit ile
karigtirillarak poréz yapida bir ¢imento hamuru elde edilir. Bu hamur kivamindaki
cimento 5 dk. i¢inde sertlesir ve bu silireden sonra suda ¢oziinme 6zelligini kaybeder. 24
saat sonra ise kortikal kemige benzer oranlarda kompresif kuvvet ve elastik modulusa
ulasir. Biyoaktif camlara benzer sekilde osteointegrasyon 6zelligi ve biyouyumlu olan
cam iyonomerinin pordz yapist da osteokondiiksiyona yardimci olarak kemigin cam
icinde gelismesine katki saglamaktadir.

Cam iyonomerlerinin en biiyiik dezavantaji biyobozunur olmamalar1 ve yeni
olusan kemikle yer degistirmemeleridir. Egzotermik reaksiyon olusturmadan polimerize
olmalar1 ise onemli bir avantaj olup bu nedenle PMMA yerine klinik kullanimlari
deneme asamasindadir.”® Cam iyonomerleri, yavas ve kontrollii bir sekilde salimim elde
etmek tizere antibiyotik ve yiiksek molekiil agirlikli proteinler ile yiiklenebilirler.”
PMMA ile karsilastirildiginda, proteinleri daha etkili bir bicimde salmalar1 ve 1siya

duyarl proteinlere zarar vermemeleri ise diger iistiinliikleri olarak sayilabilir.
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Seramikler

Osteokondiiktif 6zellikleri nedeniyle sentetik kemik grefti olarak kullanilan
seramikler, uygulama sonrast olusturduklari kimyasal doku yaniti agisindan {i¢ ana
baslik altinda siniflandirilabilirler: Biyobozunur seramikler, biyoaktif seramikler ve
biyoinert seramikler. Biyobozunur ve biyoaktif maddeler implantasyonu takiben
dokuyla dogrudan fiziksel baglar kurabilme 6zelligine sahipken, biyoinert 6zelliktekiler

kemik ile aralarinda gercek baglar kurmazlar.

I. Biyobozunur seramikler

Kemik transplantasyonunda kullanilan ilk sentetik maddeler olmalar1 nedeniyle
haklarinda en fazla klinik tecriibeye sahip olunan gruptur. Bu gruptaki maddelerin doku
icinde reabzorbsiyonunu takiben yeni kemik olusumu meydana gelir. Sentetik greftin
rezorpsiyon hizi ve oranmmm ise biiyiikk 6lgiide kimyasal yapisi belirler. Ornegin;
Trikalsiyum Fosfat (TCP), HidroksiapatittHA)’den ortalama 10 ila 20 kat daha siiratli
rezorbe olmaktadir.*® Buna ek olarak kristalin yapis1 da rezorpsiyon miktarini etkileyen
faktorlerden biridir. Baz1 klinik ¢alismalarda TCP’nin tamamen rezorbe oldugu veya
HA’ya doniistiigli ve viicut i¢inde bu sekilde kaldigr belirtilirken HA’nin uygulandigi
kemigin i¢inde rezorbe olmadigi, bunun da kallus olusumu sirasinda meydana gelen
kemigin intrinsik kuvvetini olumsuz yonde etkiledigi One siiriilmiistiir. Seramiklerin
kirik iyilesmesine etkisinde diger onemli bir faktdr de porozitedir. Seramiklerin optimal
osteokondiiktif 6zelliklerini en fazla sergiledigi por boyutlarin 150 ila 500 mikrometre

arasinda oldugu gosterilmistir.®' Greft uygulamirken akilda bulundurulmasi gereken
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onemli bir nokta, TCP 6rneginde oldugu gibi porozite artisi ile birlikte greftin kompresif
kuvvetinin azalmasidir. Mercan gibi maddelerden elde edilen seramikler bu duruma
istisna teskil eder c¢linkii, yapilarindaki porlarin arasinda birlestirici bir biyolojik ag
bulunmakta ve bu yapt materyalin kuvvetini artirmaktadir. Bu ornekten de
anlasilabilecegi lizere, seramiklerin yapist ve mimarisinin rezorpsiyon hizlari tizerinde
onemli etkisi bulunmaktadir.

Alginin 1sitilmasi ile edilen bir biyobozunur kalsiyum stilfat hemihidrati
(Ca04S) olan Paris algisi, greft materyali olarak kullanilan ilk seramik olup, Dreesmann
tarafindan 1894 yilinda kullamlmustir.*> Kemik i¢i déngiisii ¢ok siiratlidir ve
implantasyonu takiben haftalar icinde biiylik kismi rezorbe olur. Osteogenezi inhibe
etmedigi ve enfekte kavitelere uygulandiginda enfeksiyonu agirlastirmadigi one
stirlilmiistiir. Ucuz olmasi, kolayca hazirlanip sterilize edilebilmesi ve raf dmriiniin uzun
olmast sahip oldugu diger avantajlardir.*® Ancak, yapisal kuvvetinin diisiik olmas1 ve
dokuya destek saglamamasindan dolayr kullanimi, kiirete edilen kemik kistleri gibi
kiigiik defektlerin doldurulmas: ile sinirhidir. igerigindeki por yapisi da yiiksek oranda
degiskenlik gostermektedir ve porlarin arasinda baglantilar bulunmamasi nedeniyle
kemik gelisiminin olusabilmesi i¢in materyalin tamamen rezorbe olmas1 gerekmektedir.
Bunlara ragmen osse6z defektlerin doldurulmasinda kullanilmak iizere piyasaya siiriilen
ticari tablet formlar1 sayesinde kalsiyum siilfat, yakin zamanda tekrar popiilarite
kazanmuistir.

Kalsiyum fosfat bilesikleri, osteokondiiktif ve biyobozunur 6zellikleri nedeniyle

giiniimiiz ¢alismalarinda iizerinde yogunlasilmis seramiklerdir. Arastirmalarda en ¢ok
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kullanilan seramikler HA ve TCP’dir. Aralarindaki rezorpsiyon hizi ve porozite
oranlarindaki biiylik farklar nedeniyle bu iki molekiiliin klinik kullanima en elverisli
sekilde, belirli oranlarda birlestirilerek bir arada kullanilmasi fikri ortaya atilmigtir. HA
ve B-TCP iceren bu bilesiklere, bifazik kalsiyum fosfat(BCP) ismi verilmektedir.
Daculsi tarafindan kopekler iizerinde gerceklestirilen bir ¢aligmada, olusturulan kemik
defektleri farkli oranlarda B-TCP/HA igeren BCP’ler ile doldurulmus ve bu oranin
seramigin doku igerisindeki davranisi iizerine olan etkileri gézlemlenmistir. Calisma
sonucunda BCP seramiklerin doku igerisindeki rezorpsiyonlarinin B-TCP/HA
oranindaki artig ile paralellik gosterdigi belirtilmis ve yapisindaki B-TCP/HA oraninin
degistirilerek greft materyalinin ¢oziiniirliigii ve biyoaktivitesinin kontrol edilebilecegi
one siiriilmiistiir.**

Kalsiyum fosfat seramikleri ¢ogunlukla kalsiyum fosfat tuzlarimin yiiksek
sicakliklarda sinterizasyonu ile elde edilir. Bu islem sirasinda su buhari ortamdan
uzaklastirilarak ortaya cikan toz yiiksek basing altinda tablet sekline getirilmektedir. Bu
biyomateryalin piyasada pordz, yogun yapida veya graniil seklinde ticari formlari
mevcuttur. Ayrica, farkli kristal tipleriyle birlikte uygulanan bir grup enjekte edilebilir
formdaki kalsiyum fosfat ¢imentosu, agirlik tasimayan kemik defektlerin doldurulmasi
ve doku icine c¢esitli molekiillerin ulagtirilmasi amagclariyla kullanilabilmektedir. Bu
fiziksel formdaki kalsiyum fosfat, doku icine enjeksiyonu takiben saatler igerisinde
yapisindaki HA sayesinde sert bir hal almakta ve 24 saat i¢inde en yiiksek kompresif
kuvvetine ulagmaktadir.*> Ancak, porozite oranmnin kontrol edilememesi ve yiiksek

yogunlugu nedeniyle seramigin uzun zaman boyunca dokunun i¢inde rezorbe olmamasi
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gibi dezavantajlar1 vardir. Enjekte edilebilen seramik ile yapilan klinik ¢aligmalarda
basarili sonuclar bildirilmis ve bu madde, vertebra kompresyon kiriklar1 basta olmak
iizere gesitli kiriklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadur.*®

B-TCP, yiiksek osteokondiiktif 6zelligi ile birlikte doku iginde kisa siirede ve
tama yakin rezorbe olabilme yetenegi ile klinikte sik tercih edilen diger bir
biyoseramiktir. 1 ila 1000 mikrometre boyutlar1 arasinda porlara sahiptir ve bu 6zelligi
ile kanselloz kemigin trabekiiler mimarisine yapisal benzerlik gostermektedir. Sahip
oldugu bu porozite 6zelliginin, fagosit migrasyonu ve rezorpsiyon ile birlikte kemik
olusumunda gerekli hiicre, besin ve biiylime faktorlerinin infiltrasyonuna imkan
sagladigi kamitlanmistir.®” Por boyutlarindaki biiyiime ile kemigin greft igerisine
gelisiminin ve vaskiilarizasyonun da arttigi gosterilmistir. Bunlara ek olarak doku
mithendisligi  alaninda  yapilan c¢esitli ¢aligmalarda B-TCP’nin BMP ile
kombinasyonunun kemik rejenerasyonunu artirdigi bildirilmistir.*® Giintimiizde p-TCP,
ticari olarak pordz veya kat1 sekillerde, graniil ve blok formlarinda bulunmaktadir.

Hidroksiapatit(HA), kemik matriksin ana yapitast olmasi nedeniyle doku
miihendisligi ve biyomateryal alanlarinda en sik kullanilan biyoseramiktir. HA 4 x 50 x
50 nanometrelik boyutlari ile viicutta nanokristal formunda bulunmaktadir ve kemigin
%3 1ila %5’ini olusturan ve biyomineralizasyon ile hiicresel tutunma igin aktif alanlar
olusturan osteokalsin, osteopontin ve osteonektin gibi proteinler aracilifiyla kollajene
indirekt olarak baghdir.*” Dogal ve sentetik HA, kimyasal igerik ve in vivo davranislari
acisindan farklilik gostermektedir. Ca;o(PO4)s(OH), kimyasal formiililne sahip ve

stokiyometrik olan sentetik HA’larin aksine, viicutta kemik yapisinda bulunan HA’lar
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saf bir halde veya stokiyometrik degildir. Kemigin yapisinda bulunan CO3, Na*, Mg,
Fe™, CI" ve FI" gibi elementler nedeniyle, sentetik HA’lardaki 1.67’lik Ca/P oram ile

kiyaslandiginda viicutta bulunan HA’lardaki molar Ca/P oram bundan diisiiktiir.””"' B

u
oranin hiicre adezyonu, proliferasyonu, kemik olusumu ve remodelizasyonunda énemli
bir role sahip olabilecegi ¢ne siiriilmiistiir.”> Kemikteki mineral yapi temel olarak
karbonat ¢okelmis kalsiyumdan fakir HA tarafindan olusturulur ve bu yapinin sahip
oldugu 1.5’luk Ca/P orani, kimyasal olarak TCP’ye benzemekle birlikte yapisal olarak

%091 By bahsedilenler sentetik seramik

stokiyometrik HA ile paralellik gostermektedir.
greftlerin doku icinde gosterdigi davranislarin anlagilmasi agisindan onemlidir ¢iinkii;
Ca/P oran1 1.5 olan TCP, 1.67 orana sahip HA’dan asidik ortamda 12.3 kat, bazik
ortamda ise 22.3 kat daha hizli gézﬁnmektedir.% Porozite, kristalite, saflik gibi bir takim
faktorler greft rezorpsiyonuna etkili olmakta ise de, greft yapisindaki Ca/P oran1 doku
icinde rezorpsiyonu etkileyen en onemli faktordiir. Bu nedenle TCP’nin doku icinde
rezorpsiyonu haftalar/aylar icinde meydana gelirken HA i¢in bu siire yillar ile ifade
edilmektedir.”*

Yakin zamanda, nanometrik boyutlardaki HA (10-100 nm) sahip oldugu
fonksiyonel oOzellikler nedeniyle bu alanda yogun ilgi toplamistir. Nano-HA’nin
osteointegrasyonu, osteoblast adezyonu, farklilasmasi ve proliferasyonunu uyarabilmesi
ve kisa siirede yeni kemik olusumuna olanak saglayan, yiizeyi iizerinde kalsiyum igeren
mineralleri ¢oktiirebilme potansiyeli acilarindan konvansiyonel mikro-HA’ya gore iistiin

oldugu kanitlanmustir.”> Sahip oldugu biyouyumluluk, biyoaktivite, osteokondiiktivite

ve Uistiin mekanik kuvvet gibi 6zelliklerine ek olarak immiinolojik ve enflamatuar yanit
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olusturmamasindan dolay1 yaygin olarak caligmalarda kullanilan nano-HA, deneysel
uygulamalarda su anda ideale en yakin 6zellikteki sentetik greft materyallerinden biri

olarak degerlendirilebilir.

I1. Biyoaktif seramikler

Bu gruptaki maddeler de kemik ile aralarinda fiziksel bir bag kurar. Bu 6zellik,
ilk olarak camlarda tanimlanmistir. Yapilarinda %60’dan az SiO, ve yiiksek miktarda
NaO, ile CaO igeren, kemiktekine benzer bir CaO/P,0, oranina sahip maddelerdir.”® Bu
ozellikleri sayesinde sivi bulunan bir ortamda camlarin ylizeyi reaktif hale gelmekte ve
yiizeylerinde hizla hidroksil karbonat apatit kristalleri olugmaktadir. Doku iginde
rezorbe olmamalarindan dolay1 greft olarak asil etkinlikleri kemik ile aralarinda olusan
baglardir. Camlarin yapisina apatit veya gesitli kristallerin eklenmesi ile bu baglarin
kuvvetlendirilebilecegi gosterilmistir. Bu sekilde ortaya ¢ikan cam-seramik hibridi
materyallerin biikiilme ve kompresif kuvvetlerinin kemikle karsilastirildiginda daha
fazla oldugu izlenmistir.”” Seramik eklenmemis biyocamlarm mekanik kuvvetleri ise
cok diisiiktiir ve orta boyutlu kemik defektlerinin doldurulmasinda kullanilmaktadirlar.
Bunun aksine, cam-seramik hibridleri biiyilk defektlerin  doldurulmasinda
kullanilabilmektedir. Ancak, yliksek kuvvetlere maruz kalan bolgelerde tercih

edilmemelidirler.
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I1I. Biyoinert seramikler

Bu maddeler canli doku ile reaksiyona girmezler, ¢ok yiiksek biyouyumluluga
sahiptirler ve biitlin greft materyalleri arasinda en fazla mekanik kuvvete sahip gruptur.
Cogunlukla aliiminyum (Al,O3), zirkonyum (ZrO,) ve titanyum (TiO,) gibi metal
oksitlerinden olusurlar.’” Ustiin kompresif kuvvetleri nedeniyle genellikle uzun
kemiklerdeki defektlerin tedavisine ek olarak bazi tiimor rezeksiyon protezleri ve
parsiyel endoprotezlerde de kullanilmiglardir. Kemik doku ile dogrudan bag
olusturmadiklar1 i¢in makaslama kuvvetlerinin fazla oldugu alanlarin tedavisinde
kullanimlar1 sinirlidir. Bu grubun 6nemli bir liyesi, deniz mercaninin kalsiyum karbonat
yapisindaki iskeletinden elde edilen, biyobozunur bir por6z HA-seramiktir. Mercan
kaynakli kalsiyum fosfat implantlarin por yapisi, insandaki kansell6z kemige benzer
bicimde organize Ozellik sergiler. Yapisal kuvvetlerinin simirli olmasi nedeniyle 7-8
cm.nin lizerinde boyutlara sahip defektlerin doldurulmasinda kullanilmamalidirlar. Bu
gibi durumlarda greftin dongiisel yiikklenmeye maruz kalmamasi i¢in internal fiksasyon
uygulanmasi gereklidir. Mercan kaynakli HA’nin diger bir dezavantaj1 da, doku iginde
cok ge¢ donemlerde yikilmasidir. Osteoklast aracili yikim olay1 genellikle greftin sadece
seramik yiizeyinde izlenmekte ve i¢ kisimdaki mikromimarisinde degisiklik
olmamaktadir. Bu da mercan kokenli seramiklerin, kemik remodelizasyonunun iyilesme

icin kritik 6neme sahip oldugu bolgelerde kullanimini sinirlamaktadir.
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2.4. VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF)

1983 yilinda Timoér Vaskiiler Permeabilite Faktori (VPF)*®  olarak
isimlendirilen VEGF, 1989 yilinda kesfedilmis ve tam olarak tanimlanmustir.”” Dért adet
izoformu bulunan VEGF ailesinin en aktif iiyesi VEGF-A’dir. Diger izoformlardan
VEGF-B’nin islevi heniiz bilinmemekte, VEGF-C ve VEGF-D ise asil olarak

1% Bunlarin arasinda VEGF-A, anjiyogenez ve endotel

lenfanjiyogenezde rol almaktadir.
hiicrelerinin gelisiminde esas etkili olan faktdrdiir. insanda VEGF geni, alternatif
boliinme vasitast ile biyolojik olarak en yiliksek aktiviteye sahip olan 165 aminoasitlik

101

VEGF peptid dizisini sentezler.~ VEGF viicutta endotel hiicreleri, makrofajlar,

fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, osteoblastlar ve hipertrofik kondrositler tarafindan

e 52,102,103
dretilir.”™

Diger peptid yapili bliylime faktorlerine benzer sekilde etkisini, hedef
hiicrelerdeki yiizey reseptorlerine (VEGFR-1 ve VEGFR-2) baglanarak gosterir (Sekil
2). 101

Insan viicudundaki osteoblastlarin yiizeylerinde yiiksek seviyelerde VEGFR-1
bulunmaktadir ve osteoblastlarin bu reseptorler ilizerinden uyarilmalart kuvvetli bir

kemotaktik yamt olusturur.'®*

Bunun yaninda VEGF, kendi tarafindan uyarilan endotel
hiicrelerinden salgilanan endotelin-1 ve IGF-1 gibi osteoanabolik faktorler araciliiyla
dolayli olarak osteoblast 6nciillerinin gelisimi ve farklilasmasini da uyarir.'” VEGF’nin
ayrica MSC kemotaksisini de artirdigi gosterilmistir.'”® Periost, kas, yag doku ve kemik
iligi gibi dokular, sadece osteoblastlara farklilasabilme kapasitesine sahip MSC’ler igin
zengin birer kaynak olmakla kalmaz, buna ek olarak damar olusumunu saglayan 6nciil

107

endotel hiicrelerini de biinyelerinde bulundururlar.”™" Biiyiik oranda lokal ve sistemik
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VEGF artis1 ile uyarilan anjiyogenez sayesinde osteojenik substratlar, perisit kok
hiicreleri ve osteoblastlara farklilasma kapasitesine sahip ek MSC’ler biiylimekte veya
iyilesmekte olan kemik dokuya tasmmaktadir.'” Bunun sonucu olarak da osteoblast ve
endotel hiicreleri arasinda, salgiladiklar trofik faktorler araciliiyla pozitif ve ¢ift yonlii

bir etkilesim ortaya ¢ikar.

VEGF "ﬁ

(E" VEGF

%

@

) &) — YEGFR-2

Vaskiiler endotel hiicresi
plazma membram

PI3K ) +— []@ — (Raf )
r’d |
Vaskiiler Akt/PKB MEK
gecirgenlik « | : |
artisi
Endotel ‘/ . EI."k

hiicrelerinin p38MAPK l

hayatta . g s g .

kalmasinda artis | n Pte licresi
proliferasyonu

Endotel hiicresi
migrasyonu

Sekil 2. VEGF’nin reseptor etkilesimi araciligiyla olusan etkileri. VEGF nin ¢esitli yolaklar
iizerinden gergeklestirdigi uyarilar ile, anjiyogenez igin gerekli olan endotel hiicre proliferasyonu ve
migrasyonu ile birlikte yasam oraninda artis meydana gelir. (PI3K: Fosfoinozitid 3-kinaz; Akt/PKB:

Protein kinaz B; p38MAPK: p38 mitojen ile aktive olan protein kinaz; MEK: mitojen ve ekstraseliiler

kinaz; Erk: Ekstraseliiler diizenlenen kinaz)
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Yeni kemik olusumunu, MSC farklilagmasini artirarak uyardigi bilinen BMPler,
ayn1 zamanda anjiyogenezi de uyarmaktadirlar. Deckers ve ark. BMP-2, -4 ve -6’nin
kiiltiir ortaminda fare kokenli osteoblastlarca VEGF salinimini uyardigi ve fotal fare
kemiklerinde ~anjiyogenezi artirdigimmu  bildirmislerdir.”> Bu ¢alijmada BMP
antagonistlerinin, osteoblastlardan VEGF salinimini inhibe ettigi gosterilerek BMPlerin
artmis VEGF {iretimine yol ag¢tigi dogrulanmistir. Buna ek olarak ortama VEGF
antikorlar1 eklendiginde BMP aracili anjiyogenezin inhibe oldugu bulunmustur. Bunun
nedeni ise BMP ve VEGF arasinda bulunan pozitif ve ¢ift yonlii etkilesimdir. BMP
uyarisi ile osteoblastlardan salinan VEGF damar gelisimini saglamakta ve bu yolla
osteojenik hiicreler ortama tasinabilmekte, BMP de tekrar bu hiicreler iizerine etki
ederek ortamdaki VEGF konsantrasyonunun artmasini saglamakta ve kirik iyilesmesi
miimkiin olmaktadir. Bu 6rnekte de goriildiigli tizere VEGF sadece dogrudan etki ile
degil, diger faktorlerle de sinerjistik etkilesim ic¢inde bulunarak anjiyogenez ve yeni

kemik olusumunda 6nemli rol oynamaktadir.

2.5. VEGF ve ANJIYOGENEZIN KIRIK IYILESMESINDEKI ROLU

Kirik iyilesmesi molekiiler diizeyde pek ¢ok biiyiime faktorii, enzim ve sitokinin
ortak ve uyumlu gérev yapmasi sayesinde gerceklesen kompleks bir biyolojik siirectir.
Bu siirecte yeni olusan kemigin beslenmesi, gelismesi ve lamellar kemige doniismesinde
anjiyogenez ve bundan sorumlu ana biiylime faktoérii olan VEGF kritik rol
oynamaktadir. Kirik iyilesmesi, zamana gore 1)hematom olusumu, 2)enflamasyon,

3)kikirdak olusumu ve farklilagmasi ve 4)kemik remodelizasyonu olarak dort temel
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asamada incelenebilir (Sekil 3).'%

Bu asamalarin hepsinde onemli gorevler listlenen
VEGF’nin anjiyogenez ile yeni kemik olusumu ve gelisimi lizerine olan etkileri,

bahsedilen kirik iyilegsmesinin dort ana fazinda ayr1 olarak incelenecektir.

I) Hematom II) Yumusak IIT) Sert kallus IV) Kemik
olusumu kallus olusumu olusumu remodelizasyonu

Hematom
=Periost Yeni
olusan
kan
damarlar

Sekil 3. Kirik iyilesmesinin asamalari. I) Kirik nedeniyle meydana gelen dolagim bozuklugu
sonucunda, defektif kemik dokunun i¢inde ve etrafinda hematom olusur. II) VEGF’den zengin kirik
hematomu aracilifiyla etraftaki damarlardan kirik alani icerisine uzanan yeni damarlar meydana gelir
(anjiyogenez). Anjiyogenez ise endokondral ossifikasyon araciligi ile bir kikirdak iskelet (i¢ kallus)
olusumu yaninda dig kallus olusumunu da saglar (intramembrandz ossifikasyon). III) Hipertrofik
kondrositlerin apopitoza ugramasi ile kallus mineralizasyonu gerceklesir (bu asamada VEGF’nin
diizenleyici rolii vardir) ve orgiilii kemik olusarak yerini lamellar kemige birakir. IV) Primer lamellar
kemik yapisindaki kallus dokusu remodelize olarak sekonder lamellar kemige doniisiir ve kemik dolagimi

bu siirecte normale doner.

Hematom olusum fazi
Kirik sonucunda periosteal ve mediiller kanalda bulunan damarlarla birlikte
kortikal kemik yapisindaki Havers kanallar icerisinde uzunlamasina yerlesim gdsteren

damarlar da biitiinliikleri bozularak hasar goérmektedir. Buna ek olarak cevredeki
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yumusak dokularda bulunan damarlar da hasar goriir. Ortaya ¢ikan vaskiiler harabiyete
viicudun verdigi tepki ise hem lokal, hem de sistemik diizeylerde olmaktadir. Street ve
ark. insanlarda sistemik dolagimdaki VEGF seviyeleri ile kirik hematomu i¢indeki lokal

10 Kirk hastalarinda  sistemik

VEGF seviyeleri arasindaki farki incelemislerdir.
dolasimdaki VEGF seviyelerinde, saglikli insanlardakine gore anlamli olarak bir artig
bulundugu tesbit edilmis ve kirik hematomu i¢inde, sistemik dolasimdakine oranla 15
kat artmigs VEGF seviyeleri tesbit edilmistir. Bu calismada ayrica bir fibrin matriks
yapisindaki interfragmanter hematomun da VEGF ig¢in rezervuar gorevi iistlendigi
gosterilmistir. VEGF’nin endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonu, osteoblast
migrasyonu ve aktivasyonu gibi iyi bilinen etkileri ve kirik hematomunda VEGF’nin
yiiksek seviyelerde bulunmasi géz oniinde bulundurularak, hematom olusumunun kirik
lyilesmesi siirecinin dnemli bir pargasi oldugu sonucuna varilabilir.

Kirik hematomu ileri derecede hipoksik bir ortamdir ve tavsanlarda iyilesme
asamasindaki kiriklarda 6.25 mm Hg gibi diisiik bir seviyede ortalama O2 basinci

11

oldugu bildirilmistir.'""  Bunu destekleyecek bigimde hipoksinin, organizmada

anjiyogenezi uyarici faktorlerin seviyesinde anlaml bir artisa yol agtig1 gosterilmistir. ''?
Bu faktorlerin  sentezlenmesinden sorumlu transkripsiyon faktorli, anaerobik
metabolizma, anjiyogenez ve eritropoezde gorev alan genlerin aktivasyonundan sorumlu
Hypoxia Inducible Factor-1a(HIF-1a)’dir. Sicanlarda olusturulan bir femur kirigi
modelinde HIF ifadelenmesinin saglam tarafa gore 5.9 kata kadar yiikseldigi

3

gésterilmistir.11 Buna paralel bir sekilde kirik hematomu igerisindeki VEGF

ifadelenmesinde de saglam tarafa gore 2.2 katlik bir yiikselme oldugu izlenmistir. VEGF
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seviyelerinde en yiiksek konsantrasyonlara kadar diizenli bir artis1 takiben damar
gelisimi ve buna bagli oksijen basincinin artmast ile VEGF ifadelenmesinin bazal
diizeyine dondiigli saptanmustir. Literatirde VEGF’nin, tavsanlarda olusturulan gesitli
kaynamama ve kritik boyutlu kemik defekti modellerinde iyilesmeyi artirdigi

H4116 VEGF’nin bu alandaki etkinligine ragmen klinik kullanimin

gosterilmistir.
kisitlayan en biliylik dezavantaj, rekombinant biiylime faktorii elde edilmesindeki
pahaliliktir. Bu nedenle Shen ve ark. HIF’nin kiigiik molekiiller yardimiyla yikimini

onleyerek endojen VEGF f{iretimini artirmay1 denemislerdir.'"’

Normal doku oksijen
seviyelerinde HIF yikimi, HIF prolilhidroksilaz enzimi tarafindan hidroksilasyonla
gerceklesmektedir. Deferoksamin, L-mimozin ve Dimetiloksalglisin molekiillerinin bu
enzimi inhibe etiigi gosterilmistir. Bu sekilde artmigs HIF uyarisi ile hem daha yiiksek
diizeylerde gerceklesen in vitro VEGF iiretiminin kapiller tomurcuklanmada artisa, hem

de farelerde olusturulan bir femur kirigi modelinde vaskiilarite ve kallus boyutunda

artisa yol agtig1 gosterilmistir.'"’

Enflamasyon faz

Insan viicudunda kiriga yanit olarak ortaya ¢ikan enflamatuar doku cevabi iki
ana fazda gerceklesir: Travma sonrasi ilk birkag¢ gilinde ortaya ¢ikan erken faz ve giinler
ila haftalar stiren ge¢ faz. Erken enflamatuar faz boyunca TNF-a, IL-1a ve IL-1f gibi
sitokinlerin ifadelenmesinin arttigt ve Ozellikle mediiller bosluktaki makrofaj ve
enflamatuar hiicreler ile birlikte kirik komsulugunda yer alan periosteal dokuda yiiksek

yogunlukta bulundugu fare modellerinde gosterilmistir.”> Enflamatuar hiicrelerden

45



salinan sitokinler, lokal fibrojenik hiicrelerin kirik hattina migrasyonunu uyararak
ekstraseliiler matriks sentezini artirict rol oynarlar. Enflamatuar faz siiresince bu
sitokinler, damar yiizeylerinde hiicresel adezyon molekiillerinin ifadelenmesini artirarak,
notrofil  ve  monositlerin  doku  remodelizasyonununda  gdrevli  matriks
metalloproteinazlarin1  sentezleyecekleri ekstraseliller matrikse gecis yapmalarini
miimkiin kilar. Ayrica bu sitokinlerin, olgun osteoklastlar iizerine dogrudan etkiyle
kemik dongiislinii artirict etkileri de bulunmaktadir. Farelerde olusturulan bir kirik
modelinde IL-1 ve TNF-a doku konsantrasyonlarinin erken enflamasyon fazinda ¢ok
yiiksek seviyelere ¢iktigi géisterilmistir.14 Bu ornekte de goriildiigii lizere enflamatuar
sitokinlerin osteoklastik aktiviteyi diizenleyici 6zellikleri ile kirik iyilesmesinin erken
sathalarinda en aktif role sahip molekiiller oldugu sonucuna varilabilir.

Ge¢ enflamatuar faz boyunca kirik iyilesmesi iizerine en fazla etkisi bulunan
molekiillerin basinda VEGF gelmektedir. Enflamasyona yanit olarak ortaya ¢ikan VEGF

103,118 .
**® Bu konu ilizerine

artis1, viicutta hem lokal, hem de sistemik olarak izlenebilir.
yapilan bircok caligmada, kirik hastalarinda VEGF’nin sistemik dolasimdaki
seviyelerinin saglikli kontrollere gore anlamli bi¢imde daha yiiksek oldugu

108,110

izlenmistir. Bu calismalardan ikisinde ise VEGF seviyeleri kaynamama olan

hastalarda, kirig1 kaynayan hastalara gore iyilesme siirecinin tiim fazlarinda daha yiiksek
olarak izlenmistir ancak bu ylikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir,'**!18
Literatiirde kaynamama olan hastalardan elde edilen doku ornekleri ile yapilan

caligmalar mevcut olmadigi icin, enflamatuar yanit olarak ortaya ¢ikan lokal ve sistemik

VEGF artislar1 arasindaki iligki arastirilamamistir. Bu konudaki ¢aligmalar koyunlarda
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olusturulan deneysel gecikmis kaynama modelleri tizerinde yapilmustir.'”’” Kaynamama
olan hastalarin sistemik dolasiminda izlenen artmigs VEGF seviyeleriyle parallellik
gosterecek sekilde; koyunlarda olusturulan kaynamama modellerinde, kaynama izlenen
deneklere gore kallus igerisinde daha yiiksek VEGF seviyelerine rastlanmistir.
Histolojik olarak ise, koyun kaynamama modelinde daha uzun bir hematom olusum fazi
ve kirk hattinda daha az sayida damar olusumu izlenmistir.'”” Bu da VEGF
seviyelerindeki artisin uzun silirmesinin, kaynamama dokusu igerisindeki uzamis

hipoksiye bagli olabilecegini desteklemektedir.

Kikirdak olusumu ve farkhilasmasi

Uzun kemiklerin biiylime plaklarinda izlenen biyolojik siirecin endokondral
kemik olusumuna benzemesi nedeniyle, endokondral kemik olusumu {izerine yapilan
caligmalarin ¢ogunda epifiz plagi model olarak alinmistir. Kirik iyilesmesi, kirik hatti
cevresinde kallus olusumu izlenmesi acisindan uzun kemiklerin gelisiminden farklidir.
Buradaki kallus, kirik etrafindaki cografi yerlesimine gore iki farkli doku ozelligi
sergiler. Mediiller kanal ve kirigin interkortikal bolgelerinde “yumusak kallus” olusumu
izlenir ve bu yap1, sonucta endokondral ossifikasyon ile kemige dontisiir. Subperiosteal
bolgelerde ise kirigr ¢evreleyen yumusak doku, “sert kallus” olarak isimlendirilir ve
intramembrandz ossifikasyon ile kemige déniisiir.''” Kallus dokusu temel olarak, kemik
olusumuna zemin hazirlayan monosit kaynakli kondroklastlardan meydana gelmektedir.
Kalsifiye kallus remodelizasyon siirecinde kondroklastlar, BMP ve VEGF gibi

anjiyogenezde rol alan faktorlerin ekstraseliiler matriksten salinimini uyarir. Bu faktorler
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de periosteal ve kortikal kan damarlarinin yumusak kallus igerisinde gelisimini saglar.m8

Bu bolgedeki damar gelisimi ile MSCler ve yumusak kallus icerisindeki kapiller endotel
hiicreleri ile ortak bir bazal membrana sahip perisitlerin bolgeye ulasimi saglanir.
Perisitlerin vaskiiler iyilesme sirasinda prolifere olduklar1 bilinmektedir. Buna ek olarak
perisitlerin alkalen fosfataz, kollajen, glikozaminoglikan ve osteokalsin sentezleyerek in
vitro kalsifiye koloniler olusturabildikleri, Brighton ve ark. tarafindan gosterilmistir.'*’
Bu bilgilerin 1s18inda kirik hattinda damar olusumunun, sadece bolgedeki hiicreler
tarafindan iyilesmede kullanilacak oksijen ve gerekli besin maddelerinin saglanmasina
degil, ayn1 zamanda osteoblastlara doniisecek MSCler ve osteoklastlara doniisecek
makrofaj/monosit tipi hiicrelerin bodlgeye ulagmasina da olanak saglayarak kirik
iyilesmesinde kritik bir role sahip oldugu sonucuna varilabilir.

Endokondral kemik olusumu sirasinda kikirdak dokusu igerisine damar gelisimi,
hipertrofik kondrositlerin bulundugu bolgeden olmaktadir. Her ne kadar normal kikirdak
dokunun avaskiiler oldugu kabul edilse de, literatiirde hipertrofik kondrositlerin VEGF
ve reseptorlerini salgiladigini bildiren ¢alismalar mevcuttur.'”’ Bu da VEGF nin,
hipertrofik bolgede kikirdak igerisine dogru damar olusumunda oldugu kadar kondrosit
apopitozunun diizenlenmesinde de otokrin ve parakrin rollere sahip oldugunu

o e . 103,122,123
diistindiirmektedir. >~

Hayvan deneylerinde hipertrofik kondrositlerin hiicre
iceriginin endotel hiicresi migrasyonu ve damar invazyonu i¢in kuvvetli uyarici etkisinin
bulundugu ve kondrosit kaynaklh VEGF’nin anjiyogenezi artirdigi gosterilmistir.'*

Endokondral kemik olusumu sirasinda kondrositler, hipertrofiye olmadan o6nce aktif

bicimde boliinlir ve normal bir fenotip sergilerler. Bu hiicreler tarafindan VEGF

48



salgilanmas1 da, tam olarak hipertrofik fenotip sergilemeye basladiklar1 terminal
farklilagma safthasinda ortaya cikar. Ayrica bu asamada kondrositler, karakteristik bir
gen ifadelenmesi de sergilemektedirler. Proliferasyon asamasindaki kondrositlere
kiyasla, alkalen fosfataz ve tip-X kollajen iiretimindeki artisa tip-II ve tip—IX kollajen

tiretimindeki azalma eslik eder.'®

Kondrositlerin yiizeylerinde VEGFR-2 bulundugu
gercegi goz Oniine alindiginda; yukaridaki bulgular, VEGF’nin kondrosit gen
ifadelenmesinden osteojenik gen ifadelenmesine geciste otokrin mekanizmayla anahtar
bir gorev iistlendigini ve damar invazyonu i¢in gereken apopitozu diizenleyici, kritik bir
role sahip oldugunu destekler niteliktedir. VEGF antikorlar1 araciligiyla biiylime
plaginda anjiyogenezin inhibe edilmesinin kondrosit Oliimiinde azalma, hipertrofik
kondrosit sayisinda artig ve biiyiime plagi boyutlarinda artisa yol agtig1 gosterilmistir.'®
Matsumoto ve ark. tarafindan olusturulan bir fare modelinde VEGF ve sFlt-1 (VEGF
antagonisti) tireten kas kokenli kok hiicrelerin dokuda meydana getirdigi degisiklikler
incelenmistir.'** Sonug olarak VEGF inhibisyonunun kondrosit apopitozunda azalmaya
ek olarak makroskopik ve hiicresel diizeydeki iyilesmede artisa yol actig1 bildirilmistir.
Insanlarda VEGF’nin biiyiime ve gelisim siireclerinde kondrositlerin hayatta
kalma oranini artirdig tezinin aksine, kondrositlerin hayatta kalmasini saglayan olgu
aslinda dogum sonrast donemde epifizlerdeki VEGF inhibisyonudur. HIF-1a
inaktivasyonunun masif kondrosit Sliimiine yol agtig1 gosterilmistir.'> Bu da VEGF’nin
hipertrofik kondrosit apopitozunu, damar invazyonu sonucu meydana gelen doku

oksijenasyonundaki artig ve aktif HIF-la seviyelerindeki azalma aracilifiyla dolaylh

olarak uyardigimni gostermektedir. Bunlara ek olarak VEGF ve VEGFR’nin normal
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fizyolojik kosullarda sistemik dolasimda ve proliferasyon asamasindaki kondrositlerde
onemli miktarlarda bulunmadig1 ve sadece epifiz ve endokondral kemik iyilesmesinin
oldugu bélgelerde yiiksek seviyelerde bulundugunu belirtmek yerinde olacaktir.'*
Endokondral kemik olusumu sirasinda kondrositler tarafindan VEGF iiretimi ve bu
molekiilin VEGFR ile etkilesimi sonucunda kemik matriksi olusumu, hipertrofik
kondrosit apopitozu ve damar invazyonu aracilifiyla pre-osteoblastlar ve pre-

126 Bu bilgilerin 1513imda,

osteoklastlarin iyilesme bolgesine dagitimi gerceklesmektedir.
VEGF’nin kirik iyilesmesinin kikirdak fazinda da onemli bir role sahip oldugu

sOylenebilir.

Kemik remodelizasyonu

Bu asamada endokondral ossifikasyon alaninin etrafi yogun bir kallus dokusu
ile ortiiliir. Bu kallus dokusu, hem degisim asamasindaki zayif, kikirdak yapidaki
iyilesme dokusunu destekler, hem de MSC ve periosteal damarlar1 kirik bolgesine
ulastinir. Kallus igerisinde BMPler sentezlenerek VEGF ile birlikte ekstraseliiler

27 VEGF ve BMPler, preosteoblastlarin farklilasma ve

matrikste muhafaza edilirler.
metabolizmalarin1 artirirken BMP-4 de yeni kemik olusumun {izerinde VEGF ile
sinerjistik etki gésterir.128 Orgiilii kemigin lamellar kemige déniisebilmesi icin kemik
olusumu, rezorpsiyon ve remodelizasyon ile birlikte meydana gelmelidir. VEGF nin bu
asamadaki rolii ise, kemik rezorpsiyonu ve remodelizasyonu i¢in gerekli olan

osteoklastlar1 uyararak hayatta kalma oranlar1 ve aktivitelerini artirmaktir. Street ve ark.

tarafindan farelerde olusturulan bir tibia kirig1 modelinde, ¢oziinebilir VEGFR ile
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olusturulan VEGF inhibisyonu zemininde, remodelizasyonun tiim sathalarinda kalsifiye
kallus miktarinin azaldigi gosterilmistir.'” Buna ek olarak VEGF inhibisyonu
uygulanan deneklerde remodelize olan doku miktarinin ve kallus damarlanmasinin
azaldig: bildirilmistir. VEGF uygulanan diger bir grupta ise kalsifiye kallustaki mineral
yogunlugu ve damarlanmada artis izlenmistir. Fareler iizerinde olusturulan bir diger
femur kirig1 modelinde ise VEGF inhibisyonu ile, lamellar kemik olusumunda ve sert
kallus igindeki anatomik remodelizasyon iinitelerinin (cutting cones) sayisinda azalma

"7 Bu da VEGF’nin hem endokondral, hem de intramembran6z

ortaya c¢ikmistir.
ossifikasyonda énemli bir role sahip oldugunu gdstermektedir. Hayvanlarda olusturulan
deneysel kaynamama modellerinde rekombinant insan VEGF(rhVEGF)’sinin lokal
uygulanmasinin kirik iyilesmesi lizerindeki etkileri cesitli ¢alismalarda arastirilmistir.
Eckardt ve ark. tarafindan tavsanlarda olusturulan kaynamama modelinde thVEGF’ nin
mekanik dayaniklilik, sertlik ve kallus olusumunda artisa yol agtigi gésterilmistir.114

Buna ek olarak kontrol grubundaki tavsanlarin yarisina karsilik, thVEGF grubundaki

biitiin deneklerde kaynama izlenmistir.

2.6. DOKU MUHENDISLIGI ve MATRIKS HAZIRLANMASI

Doku miihendisligi, doku biiylimesine ait prensipleri anlayip bunlar1 klinik
uygulamada kullanarak, doku defektlerinin rekonstriikksiyonunda fonksiyonel sonuglar
elde etmeyi amaglayan ve biyomateryaller alanindaki teknolojik ilerlemelere paralel

olarak son yillarda ¢ok hizli gelisen bir daldir. Doku miihendisliginde temel olarak
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uygulanan strateji, dokunun iyilesme potansiyelini hem mekanik, hem de biyolojik
acilardan artirma o6zelligi bulunan ¢esitli komponentlerin bir arada kullanilmasidir.
Buradaki komponentler genel olarak iki baslik altinda siniflanabilir. Bunlardan ilki,
icinde hiicre uygulanmasina (MSC, kemik iligi) izin verecek ozellikte yliksek derecede
ve birbiriyle baglantili pordz yapidaki matrikslerdir(scaffold). Diger grubu ise biyoaktif
ajanlar (bliylime faktorleri, hormonlar) olusturur. Doku miihendisliginde bu iki gruptan
olusturulan ¢esitli kombinasyonlar araciligryla iyilesmenin artirilmasi amaglanir.

Doku miihendisliginde ideal 6zellikleri tasiyan matriksin tasarimi ve iiretimi

hedeflenir. Ideal matriksin 6zellikleri asagidaki gibi siralanabilir:

¢ Biyouyumlu olmalidir, yikim {iriinleri sitotoksik 6zellik tastmamalidir.

e Biyobozunur olmalidir, dokunun iyilesme hizina esit bir hizda rezorbe
olmalidir.

e Uygun doku gelisimi, damarlanma ve besin ge¢isi i¢in hem mikro ve
makropordz 6zellik gostermeli, hem de yapisindaki porlar birbirleri ile ¢ok
saylda baglantilar icermelidir.

o Agirhik tasityan bolgelerdeki kemik iyilesmesini saglayacak mekanik
ozelliklere sahip olmalidir. Yeni kemik olusumunun ilk asamalarinda
yapisal biitiinliigiinii muhafaza edebilmelidir.

Doku miihendisligi {iriinii matrikslerin tasariminda ¢esitli sentetik ve dogal

biyobozunur polimerler kullanilmistir. Insanlarda ekstraseliiler matriksin ana yapitasi
olan kollajen, bu alanda en sik kullanilan maddelerin basinda gelmektedir. Ancak

izolasyonunun teknik olarak zor ve pahali olmasi klinik kullanimini kisitlamaktadir. Bu
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problemin agilmasi i¢in ise, kollajen yerine jelatin kullanimina bagvurulabilir. Kollajenin
denatiire formu olan jelatinin ucuz, kolay elde edilebilir ve saflastirilabilir olmas1 gibi
avantajlar1 bulunmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle ¢esitli biyomedikal uygulamalarda
kullanilan jelatin, bu calismadaki matriks tasariminda ana malzeme olarak tercih
edilmistir.

Doku miihendisliginde polimerik matrikslerin hazirlanmasinda ¢esitli teknikler
kullanilmaktadir. Bunlarin en yenilerinden birisi olan kryojelasyon teknolojisi ile
birbiriyle ¢ok sayida baglantiya sahip pordz yapida polimerik matriksler

iiretilebilmektedir.'*’

Kryojelasyonda matriks sentezi, sifir derecenin altindaki
sicakliklarda monomerik veya polimerik oOnciil malzemelerin kullanilmasiyla, tek
adimda gerceklesir. Polimerik matriksin olusum asamasinda igerisindeki suyun biiyiik
kism1 donar, donmamis olan kisimlarda ise bu asamada rol oynayan kimyasal
reaksiyonlar gerceklesir. Coziilme asamasinda ise, i¢indeki buz kristallerinin erimesiyle
jel kivamindaki matriks, birbiriyle baglantili ¢ok sayida pordan olusan bir yapiya sahip
olur. Bu teknoloji ile olusturulan polimerik matrikse “kryojel” adi verilmektedir ve bu
madde degisik fiziksel 6zelliklere sahiptir. ileri derecede biikiilebilme, fiziksel etkilere
yanit olarak ¢ok hizli ve geri doniislii bir sekilde hacim degistirebilme ve sulu ortamda

sisebilme kapasitesi, kryojele kemik grefti olarak kullanilmasinda 6nemli avantajlar

saglamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM
Bu calisma igin “Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel/Tibbi Arastirma Unitesi Yiiriitme Kurulu”ndan 9.6.2009 tarihli ve 2009/47

sayili karar ile etik kurul ¢alisma onay1 alinmistir.

Deney Modeli

Bu aragtirmada iskelet sistemi gelisimini tamamlamis 30 adet Yeni Zelanda tipi
tavsan kullanilmistir. Standardizasyon agisindan deneklerin hepsi ayni laboratuvardan
temin edilerek ¢alisma siiresince standart sartlarda beslenip muhafaza edilmislerdir.
Cerrahi girisimler, denek basina 50 mg/kg ketamin ve 50 mg/kg ksilazin hidrokloriir
uygulanmasini takiben anestezi altinda gergeklestirilmistir. Deneklerin sol tibialarindan,
proksimal metadiyafizer bolgede 10 mm wuzunlugunda (diyafizer capin iki kati)
segmentler c¢ikartilmistir. Literatiirdeki tavsan modelleri iizerinde gergeklestirilen
caligmalarda, bu boyuttaki (kritik ebatli) bir kemik defektinde spontan kaynama

gerceklesmeyecegi gosterilmistir.'"

Bunu takiben olusturulan defektif kemik yapisi
korunarak, iki veya {i¢ adet Kirschner teli ile tibialar tespit edilmistir (Resim 1-2). Tespit
islemine ek olarak uygulanan cerrahi girisime gore denekler ii¢ gruba ayrilmistir (Tablo
2):

1. grupta tibiadan segment ¢ikartilarak defektif alanlar bos birakilmistir.

2. grupta olusturulan segmenter kemik defektleri hidroksiapatit/jelatin matriks

ile greftlenmistir.
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3. grupta olusturulan segmenter kemik defektleri ise

hidroksiapatit/jelatin matriks ile greftlenmistir.

Tablo 2. Deney gruplarinin olusturulmasi

VEGF yiiklenmis

Intramediiller | Sentetik VEGF
fiksasyon greft

1. grup (kontrol) + - -

2. grup + + -

3. grup + + +

Her grup 10 tavsandan olusmustur ve uygulanan tedavilerin farkli zaman

birimlerindeki etkinliklerini incelemek {izere her gruptan 5 adet tavsan, 6. ve 12.

haftalarda feda edilmistir.
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Resim 1. Cerrahi islem. A: Anteromedial longitudinal insizyonla girilerek cilt alt1 dokunun

gecilmesini takiben periostun siyrilarak kemige ulasilmasi. B: Tibianin proksimal metadiyafizer
bolgesinden kemik segmenti ¢ikartilmasi. C: Olusturulan defektin goriiniimii. D: Cikartilan segment ve
uygulanacak sentetik greftin gériiniimii. E: Kemigin iki adet Kirschner teli ile intramediiller fiksasyonu ve
greft uygulanmasi. F: Tellerin biikiilerek kesilmesini takiben kas ve yumusak dokular ile kemigin tizerinin
kapatilmasi. G: Tellerin uclarinin kas ve cilt alt1 dokunun altina gémiilmesini takiben 4-0 emilebilir siitiir

ile cildin kapatilmasi.
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Resim 2. Tibiadan segment ¢ikartilmasini takiben gekilen direkt grafiler..

Hidroksiapatit(HA)/Jelatin Matriks Hazirlanmasi

Bu calismada sentetik kemik grefti olarak kullanilan HA/jelatin matriks,
Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Anabilim Dali Biyomiihendislik Boliimii
Arastirma ve Uygulama Laboratuvari’nda hazirlanmistir. Matriks tasariminda oncitil
malzeme olarak kollajenin denatlire formu olan jelatin kullanilmistir. Jelatin,
kryojelasyon teknolojisi ile cesitli agamalardan gegirilerek, birbiriyle baglantili ¢ok
saylida pordan olusan bir yapiya sahip polimetrik matriks elde edilmistir. Elde edilen
sentetik matriksin doku i¢inde sisebilme ve yikilabilme o6zelliklerinin kontrol altina
alinmas1 ic¢in kryojelin polimer fazinda, oksidize dekstran kullanilarak capraz

baglanmas1 saglanmistir. Hidroksiapatit sentezi ise in situ olarak gerceklestirilmistir. Bu
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basamakta jelatin ve hidroksiapatit slispansiyonu belirli oranlarda karistirilarak, olusan
ortama oksidize dekstran eklenmis ve sonucta ortaya cikan matriks -12°C’de
dondurularak kullanima hazir hale getirilmistir.

Bu islemler sonucunda siingerimsi, yiiksek elastik Ozellige sahip HA/jelatin
kryojel elde edilmistir. Bu maddenin sentetik kemik grefti olarak kendine 6zgii 6nemli
bir avantaji, sivi ortamlarda hizla sisebilmesidir. Dakikalar i¢inde gerceklesen ve ¢iplak
gozle de farkedilebilen bu genlesmenin oran1 %300°den fazladir. Bu 6zelligi sayesinde
kemik i¢ine yerlestirildikten sonra defektin geometrik yapisina uyum saglayan greft,
buna ek olarak cesitli faktorler (bliylime faktorleri, proteinler) icin de tasiyic1 gorevi
gorebilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan 165 aminoasitlik insan thVEGF de cerrahi
girisim Oncesi mikroenjeksiyon yontemi ile her bir greftin igerisine 5 mikrogram
yiiklenerek defekt bolgesine uygulanmistir.

HA/jelatin matriksin kuru ortamdaki por boyutlar1 40 ila 150 (ortalama 64.2)
mikron arasindadir. Sivi ortamda ise siserek bu boyutlarin ortalama 4 katina ¢iktigi
izlenmigtir. Viicut icine yerlestirildiginde sahip oldugu 160 ila 600 mikronluk pordz
yapist ile HA/jelatin matriks, kemik iyilesmesi i¢in ideal bir iskelet teskil etmektedir.
Greft icerisindeki HA partikiillerinin ortalama boyutu 8.72 mikrondur ve por duvarlarina

cokelmis halde matriks i¢inde esit bir dagilim gostermektedir (Resim 3).
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Resim 3. HA/jelatin matriksin iki farkli biiyiitme altindaki elektron mikroskobu goriintiileri.

Degerlendirme

6. ve 12. haftalarin sonunda deneklerden elde edilen tibialardaki kirik
iyilesmesi, radyolojik ve histolojik degerlendirmelere ek olarak kemik mineral yogunluk
Ol¢iimii (DEXA) ile incelenmistir.

Deneklerin ilk ve ikinci girisim uygulanirken ¢ekilen iki yonlii direkt grafileri
radyolojik degerlendirmede kullanilmistir. Degerlendirmede Cook ve ark.'® tarafindan
tarif edilen tablo kullanilmistir (Ek-1) ve kemik mineral yogunlugu DEXA ile dlgiildiigii
icin direkt grafilerde radyodansite dl¢limii yapilmamustir.

Histolojik degerlendirme i¢in alinan 6rnekler ise, kemik doku dekalsifiye olana
kadar EDTA soliisyonu iginde bekletilmistir. Dekalsifikasyonun ardindan kirik
bolgesinden longitudinal kesitler alinarak parafin bloklara gdmiilmiistiir. Histolojik
olarak kirik 1iyilesmesi, hemotoksilen-eozin ile boyanmis kesitler {izerinden
incelenmistir. Degerlendirme, kesitlerin ait olduklar1 gruplar hakkinda bilgi sahibi

olmayan iki ayri histolog tarafindan, Patel ve ark.”®! tarafindan tariflenen histolojik
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degerlendirme tablosuna gore yapilmistir (Ek-2). Elde edilen puanlarin ortalamasi

aliarak istatistiksel inceleme i¢in kullanilmistir.

Istatistiksel Inceleme

0<0.05 degeri anlamli kabul edilerek tiim hesaplamalar SPSS (version 16.0,
SPSS Inc., Chicago, IL) istatistik programi ile yapilmistir. Radyolojik, histolojik ve
kemik yogunlugu degerlendirmeleri sonucunda elde edilen devamli degiskenlerin
incelenmesinde  ANOVA ve Tukey parametrik testleri ile Kruskal-Wallis non-
parametrik testi kullanilmistir. Gergeklestirilen post-hoc kuvvet analizinde tiim

parametrelerde istatistiksel gegerlilik oldugu belirlenmistir (Tablo 3-5).

Tablo 3. Histolojik degerlendirme sonuglari. (Ortalama ve standart sapma)

| 1. Grup 2. Grup 3. Grup kuvvet analizi
6. hafta 1+0.7 2.2+0.4 3.2+0.4 %99.9
12. hafta 1.8+0.8 3.2+0.8 4 %98.6

Tablo 4. Radyolojik degerlendirme sonuglari. (Ortalama ve standart sapma)

1. Grup 2. Grup 3. Grup kuvvet analizi
6. hafta 0.4+0.5 1.4+0.5 3+0.7 %100
12. hafta 2.6+0.5 4.6£0.5 5.4+0.5 %100
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Tablo 5. Kemik mineral yogunlugu (DEXA) 6l¢iimii sonuglari. (Ortalama ve standart sapma)

1. Grup 2. Grup 3. Grup kuvvet analizi
6. hafta 0.10+0.01 0.12+0.02 0.16+0.01 %97.8
12. hafta 0.19+0.02 0.26+0.04 0.29+0.02 %99.5
4. BULGULAR

1. grup ile 2. grup arasinda radyolojik, histolojik ve DEXA sonuglar1 agisindan

sadece 12. haftada istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmistir. Buna karsin 1. grup ve

3. grup arasinda hem 6, hem de 12. haftalarda her ii¢ agidan da anlamli fark oldugu

gozlenmistir (Resim 4, Grafik 2). 2. ve 3. gruplar arasinda ise 6. haftada her ii¢ acidan

da anlamli fark oldugu belirlenmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Calisma sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi ile elde edilen p degerleri. (Tukey testi)

Gruplar arasi

Jarklar

1. grup — 2.grup
1. grup — 3. grup
2. grup — 3. grup

RADYOLOJIK HIiSTOLOJIK DEXA

6. hafta 12. hafta | 6. hafta 12. hafta | 6. hafta 12. hafta
.055 .001* .062 018* 202 .005*
.000* .000* .000* .001* .001* .000*
.003* .093 .034* .195 .025%* 332

*: istatistiksel olarak anlaml1 farklilik (p<0.05).
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Resim 4. Elde edilen radyolojik iyilesme sonuglari.
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Grafik 2. Farkli zaman birimlerinde elde edilen kemik yogunlugu degerleri.
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Histolojik degerlendirmede 1. grupta 6. haftada yer yer gevsek bag doku
olusumu haricinde eslik eden kaynama bulgular izlenmezken, 12. haftada ¢ogunlukla
sik1 bag doku, seyrek olarak da fibroz kaynamaya ait bulgular izlenmistir. 2. grupta 6.
haftada ¢ogunlukla fibr6z doku ve yer yer kikirdak olusumu mevcutken, 12. haftada
genellikle kaynamanin gostergesi olarak primer kemik trabekiillerine farklilagmis alanlar
oldugu goézlenmistir. 3. grupta ise 6. haftada kikirdak dokuya zaman zaman eslik eden
primer trabekiiler yap1 olusumu goriiliirken, 12. haftada ise tiim kesitlerde tam kaynama

ile uyumlu kompakt ve trabekiiler kemik yapist olusumu dikkat ¢ekmistir (Resim 5-7).

Resim 5. Kontrol grubunda 6. haftada yer yer izlenen yag hiicreleri(siyah ok), kapiller(beyaz ok)
olusumu ve defekti tamamen dolduran bag dokusu(*). 12. haftada alanin ¢ogunu kaplayan fibroz doku(*), az

sayida damar olusumu(beyaz ok) ve bag dokunun kondrositlere farklilagtigi(yesil ok) bolge.
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Resim 6. Ikinci grupta 6. haftada fibroz doku(*) hakimiyetine ek olarak, damar gelisimine eslik eden
kondrosit olusumu(beyaz ok).12. haftada ise kikirdak dokunun kemik dokuya farklilastigi gecis

dokusu(yesil ok) ve primer trabekiiller arasinda kemik iligi olusumu(siyah ok).

%

Resim 7. Uciincii grupta 6. haftada bag dokudan kikirdak dokuya farklilasma alanlari(*) ve seyrek
olarak primer trabekiil olusumu(siyah ok). 12. haftada tiim inceleme alanlarinda osteoblastik aktivite artis1 ve

lakiina olusumuna eslik eden(beyaz ok) kemik trabekiilleri ve kemik iligi olusumu(yesil ok).
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5. TARTISMA
Uygun klinik tedaviye ek olarak temelde kemik iyilesmesi dort ana faktore
baghdir: 1)mekanik stabilizasyon, 2)osteojenik hiicreler, 3)osteokondiiktif 6zellik igeren

132

iskelet yap1 ve, 4)biiylime faktorleri. ™ Bunlara ek olarak kirik iyilesmesinde kritik rol

oynayan diger bir faktdr de anjiyogenezdir. Anjiyogenezi yoneten iki ana hormonal

mekanizma, VEGF ve Anjiyopoetin yolaklaridir.””'**

Su ana kadar yapilan
aragtirmalarda ise VEGF nin bu konuda daha 6nemli bir rol {istlendigi anlasllmlstlr.134
Cesitli in vitro ¢alismalarda VEGF’ nin arter, ven ve lenfatiklerin yapitasi olan

vaskiiler endotel hiicrelerinin gelisimini uyardigi gosterilmistir.'>

Anjiyogenez,
avaskiiler kikirdak dokunun vaskiiler kemik dokuya doniistiigi endokondral
ossifikasyonda ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Epifizyal biiyiime plaginda yer alan
hipertrofik kondrositler bu asamada VEGF salgilamakta, bu da metafizer damarlarin
kikirdak dokunun igerisine biiylimesi ve yeni kemik olusumu ile sonuclanmaktadir.'*®
VEGF reseptor antagonistlerinin kullanildig: bir ¢aligmada, kikirdak dokunun igerisinde
vaskiiler doku gelisimi ve kemik olusumunun baskilandigi izlenmistir.'””' Anti-VEGF
tedavisinin sonlandirilmas: ile kapiller gelisimi, hipertrofik kikirdak rezorpsiyonu ve
normal kemik gelisiminin tekrar olustugu gdzlenmistir. Buna ek olarak kirik modeli
olusturulan benzer deneysel ¢alismalarda da VEGF antagonistlerinin atrofik karakterde
bir kaynamama olusturdugu gosterilmistir.">” Bu sonuglardan da anlasilabilecegi iizere,

VEGF her iki tip kemik iyilesmesinde de dnemli rol oynamaktadir. Mevcut ¢alismada

ise VEGF eklenen grupta 6zellikle 6. haftada izlenen kaynama lehine sonuglar da
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yukaridaki arastirma sonuglar ile paralellik gostermekte ve VEGF’nin 6zellikle erken
kirik iyilesmesinde daha etkin bir rol {istlendigini diisiindiirmektedir.

Literatiirde VEGF’nin olusturulan segmenter kemik defektlerinde kaynama
lizerine etkisi, olusturulan dort farkli deneysel model tipinde incelenmistir. Bunlar;
1)VEGF antagonistleri ile yapilan calismalar, 2)VEGF etkisini gen transferi ve gen
terapisi teknikleri ile artirmayr amaglayan ¢alismalar, 3)kirik bdlgesine VEGF nin bir
matriks ile uygulandigi c¢aligmalar, 4)kirik bolgesinde lokal VEGF kullanilan
caligmalardir. Kullanilan matriks yapisina kimyasal anlamda VEGF’nin entegre
edilmemesi ve mikroenjeksiyon yontemi ile cerrahi uygulama oncesi yiiklenmesinden
dolay1 mevcut calisma bu gruplardan sonuncusuna dahil edilebilir ve bu grupta
literatiirde iki tane c¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, Eckardt ve ark.
tarafindan 24 tavsanda olusturulan tibia kaynamama modelidir."'* Bu arastirmada 3 grup
olusturulmus ve bu gruplara otogreft, hyaliironik asit veya hyaliironik asit ile thVEGF
birlikte uygulanmistir. Caligma sonucunda VEGF ve otogreft uygulanan gruplarda
biyomekanik 6zellikler agisindan fark olmadigi, fakat olusan kallus miktar1 ve 6zelligine
ek olarak elde edilen kaynama acisindan VEGF uygulanan grubun diger gruplara oranla
Ustlin oldugu izlenmistir ve VEGF uygulanan gruptaki biitiin osteotomi hatlarinin,
hyaliironik asit uygulanan gruptakilerin ise yarisinin kaynadigi gozlenmistir. Mevcut
calismada 6. haftada VEGF uygulanan grubun digerlerine oranla kaynama ve kemik
yogunlugu acisindan iistiin olmasi, bu bulgularla paralellik gostermektedir. Ayrica
VEGF uygulanan gruba ait tibialarda makroskopik olarak gdzlenen kallus boyutundaki

artts da, VEGF’nin 6zellikle endokondral kemik olusumunu artirdigini gostererek bu
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sonuclart desteklemektedir. Kleinheinz ve ark. tarafindan 56 tavsan ile gergeklestirilen
diger bir kaynamama modelinde ise mandibulalarda bikortikal defektler

P% Denekler iki gruba aymilarak ilk gruptaki defektler bos birakilmis

olusturulmustur.
veya tip-I kollajen ile doldurulmus, ikinci gruptaki defektler ise kollajen matriks ve
rthVEGF ile doldurulmustur. Calisma sonucunda yeni kemik olusumunun miktari
acisindan gruplar arasinda fark goriilmezken, VEGF grubunda kemik yogunlugu ve
vaskiilaritede artis izlenmistir. Histolojik incelemede ilk iki haftada biitiin gruplarda yeni
damar olusumunda artis izlenirken, bu siire sonrasinda sadece VEGF grubunda
vaskiilaritede artisin devam etmesi dikkat c¢ekicidir. Mevcut ¢alismanin sonuglar1 da bu
bulgu ile paralellik gostermektedir ve 6. haftada VEGF uygulanan grupta izlenen daha
yiiksek kemik yogunlugu ve kaynama oranlari, VEGF’ nin kirik hattinda 6zellikle ge¢
enflamasyon fazinda gosterdigi etkiye baglanabilir. Bu etki sayesinde anjiyogenez hem
miktar olarak artmakta, hem de daha uzun siire devam etmekte; bu da kirik iyilesmesi
lizerine olumlu etkide bulunmaktadir.

Radyolojik ve histolojik agilardan VEGF uygulanan denek grubunda 6. haftada
izlenen kaynama bulgularinin diger iki gruptan farkli olmasi, VEGF’nin anjiyogeneze
ek olarak osteoprogenitor hiicreler tizerindeki olasi etkileriyle de kirik kaynamasinda
onemli bir rol oynadigini gostermektedir ve bu bulgu, c¢esitli arastirma sonuglarina
paralellik gostermektedir. Mevcut c¢alismada VEGF grubunda o6zellikle 6. haftada
izlenen anlamli kemik mineral yogunlugu artis1 da, literatiirde yer alan, VEGF’ nin

osteoprogenitor hiicreler lizerine lokal bir etkiyle kirik iyilesmesini uyarabilecegi tezini

desteklemektedir. 12. haftada VEGF ve greft gruplarinda elde edilen benzer sonuglar
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ise, VEGF’nin etkisini lokal uygulama ile sinirli bir siirede (6zellikle erken kirik
iyilesmesi fazinda) gosterdigi seklinde yorumlanabilir.

Denek sayisinin azligi, mevcut ¢alismanin olumsuz yonlerinden birisi olarak
elestirilebilir. Ancak, her iki zaman dilimindeki sonuclar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, histolojik, radyolojik kriterler ve kemik yogunlugu 6l¢iim degerleri
acisindan caligmanin kuvvetinin post-hoc analiz ile yeterli (%80<) oldugu ortaya
konulmustur.

Tavsanlarda olusturulan kaynamama modellerinde izlenen fibréz ve kikirdak
dokular, kemik adaciklari, kapiller ve arteriyollerin insanlardaki atrofik ve hipertrofik
kaynamamaya histolojik olarak benzedigi gosterilmistir'™ ve insandaki kaynamama
tablosunu taklit eden bu modeller klinik uygulamada yol gosterici olarak
kullanilmaktadir.* Literatiirde bu ¢alismanin metodolojisine benzeyen arastirmalar yer
almasina ragmen, mevcut ¢aligmanin orjinal yonleri bulunmaktadir. Bunlardan ilki,
tavsan tibialarinda olusturulan segmenter defektlerde intramediiller fiksasyon esliginde
olusturulan kaynamama modelidir. Her ne kadar literatiirde bdyle bir metod tarif
edilmemisse de; kontrol grubunda her iki zaman biriminde de histolojik, radyolojik ve
yogunluk 6l¢iimii agilarindan kaynama bulgularina rastlanmamis olmasi, hem deneysel
kaynamama modeli anlaminda yeni bir 6rnek ortaya koymakta, hem de bu modelin
gecerliligini kanitlamaktadir. Mevcut ¢alismanin diger bir orjinal 6zelligi ise, yakin
zamanda tasarlanan HA/Jelatin matriksin (kryojel) kullanilmasidir. Literatiirde bu
konuda yapilan sadece bir calisma vardir ve burada, sigan kafataslarinda olusturulan

kritik ebatli defektler kryojel ile doldurulmustur.'® Sonug olarak yeni kemik olusumu
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goriiliirken, kaynamada zamanla artis ve tam kaynamaya ise rastlanmamistir. Mevcut
caligmada ise tavsan tibialarinda olusturulan deneysel kaynamama modelinde
HA/Jelatin matriks kullanilarak defektler doldurulmus ve 12. haftada kryojel uygulanan
her iki grupta da kaynama oldugu ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmiistiir. Bu da sahip oldugu {istiin fiziksel 6zellikler ve osteokondiiktif
yapist ile HA/jelatin matriksin, kemik defektlerinin tedavisinde sentetik kemik grefti

olarak etkili bir bicimde kullanilabilecegini gostermektedir.

6. SONUC

Bu deney modelinde, thVEGF yiiklenmis HA/jelatin matriksin segmenter kemik
defektlerinin tedavisinde etkili oldugu ve kaynamayi sagladigi gosterilmistir. Normal
damar yapist ve osteoprogenitér hiicre kaynaklarinin bulunmadigi kaynamama
zemininde, uygun bir osteokondiiktif biyomateryal esliginde kullanilmas: ile VEGF nin

tedavi etkinliginin artirilabilecegi géz oniinde bulundurulmalidir.
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8. OZET

Ortopedik cerrahide, ¢esitli nedenlerle karsilasilan kemik defektlerinin
tedavisinde greftlemeye basvurulmaktadir. Doku miihendisligi alanindaki gelismeler,
otojen greftlemeye alternatif olabilecek osteokondiiktif yapidaki sentetik greftlerin, kirik
iyilesmesini uyarict kapasiteye sahip diger faktorlerle birlikte kullanilabilmesine olanak
saglamaktadir. Bu ¢alismada da, anjiyogenez yolagim diizenleyerek kirik iyilesmesinde
onemli bir rol oynayan Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii(VEGF) yiiklenmis
hidroksiapatit igeren jelatin matriks(scaffold)in segmenter kemik defektlerinin
tedavisindeki etkinliginin arastirilmasi planlanmistir. Bunun i¢in 30 adet iskelet
gelisimini tamamlamis Yeni Zelanda tavsaninin sol tibialarinda proksimal metadiyafizer
bolgede 1 cm. uzunlugunda kemik defektler meydana getirilerek kaynamama modeli
olusturulmugstur. Kirschner telleri ile uygulanan intramediiller fiksasyonu takiben
denekler ii¢ gruba ayirilmis ve ilk gruptaki (kontrol) defekt bos birakilmis, ikinci
gruptaki defekt sentetik kemik grefti ile doldurulmus, iiglincii gruba ise VEGF
yiiklenmis sentetik kemik grefti uygulanmistir. 6. ve 12. haftalarda her gruptan 5 adet
denek feda edilerek kirik iyilesmesi radyolojik, histolojik ve kemik mineral yogunlugu
(DEXA) ol¢iimii ile degerlendirilmistir. 6. haftada tiim gruplar arasinda her {ii¢ kriterde
anlaml farklar tesbit edilmistir; VEGF uygulanan gruptaki kaynama diger gruplardan
daha 1yi, sentetik greft uygulanan gruptaki kaynama da kontrol grubundan daha iyi
olarak izlenmistir. 12. haftada ise VEGF uygulanan grup ile greft uygulanan grup

arasinda hi¢bir kriterde anlamli fark tesbit edilemezken, bu iki grubun tiim kriterler
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acisindan kontrol grubundan daha iyi sonuglara sahip oldugu belirlenmis ve kontrol
grubunda kaynama olmadig1 goriilmiistiir. Sonu¢ olarak bu deney modelinde, VEGF
yiiklenmis HA/jelatin matriksin segmenter kemik defektlerinin tedavisinde etkili oldugu
ve kaynamayi sagladigi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler:VEGF, kemik grefti, kaynamama
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9. SUMMARY

In the field of orthopedic surgery, bone grafting is usually administered in the
treatment of bone defects which occur as a consequence of various conditions. The
recent developments in tissue engineering have rendered the utilization of synthetic graft
materials with osteoconductive properties possible. These synthetic graft materials may
also serve as scaffolds with which other factors promoting bone healing may be used in
conjunction. One of these factors is Vascular Endothelial Growth Factor that plays an
important role in bone healing by regulating the angiogenesis. The aim of this study was
to investigate the effectiveness of local VEGF administration with hydroxyapatite
containing gelatin scaffold as the synthetic graft material in the treatment of critical-
sized bone defects. For this purpose, an experimental non-union model was established
by creating 10 mm. bone defects in the proximal tibiae of 30 skeletally mature New
Zealand white rabbits. Following tibial intramedullary fixation, the rabbits were grouped
into three: The defects were left empty in the first (control) group, the defects were
grafted with synthetic scaffolds in the second group and synthetic scaffolds loaded with
VEGF were administered at bone defects in the third group. 5 rabbits in each group were
sacrificed on 6th and 12th weeks and new bone growth was assessed radiologically and
histologically, well as with bone mineral density measurements (DEXA). On the 6th
week, significant differences between each group in all three evaluation criteria were
noted. VEGF administered group had significantly better scores compared with the other

two groups. The second group also had significantly better scores than the control
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group. On the 12th week, while no significant difference was noted between the second
and third groups, these two groups both had significantly better scores in all three
criteria compared with the control group. No signs of solid bony development was
observed in the control group. In conclusion, the local administration of VEGF with
hydroxyapatite containing gelatin scaffold as the synthetic graft material was effective
in the treatment of critical-sized bone defects in this experimental model.

Keywords:VEGF, bone healing, non-union
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10. EKLER

EK-1

Tanmim Puan
Defektin izlenmedigi tam kaynama 6
Kopriilesmeye ek olarak en az bir kortekste yeni kemik olusumu 5
Diizenli kalsifikasyona eslik eden medial ve lateral kopriilesmeler 4

En az bir noktada kdpriilesme 3

Yer yer kalsifiye alanlar mevcut ancak kopriilesme yok 2
Defekt igerisinde kalsifiye alanlar yok 1
Cerrahi sonrasi erken dénemdeki goriintii ile aynm 0

Radyolojik degerlendirme kriterleri
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EK-2

Histolojik degerlendirme Kriterleri

Tanim Puan
Yumusak doku olmaksizin kemik-greft aras1 dogrudan temas 4
Yiizeyinde osteoblast ve/veya osteoklastlarin yer aldigi lakiinalar 3
Greft etrafinda ¢ogunlukla fibroz doku kapsiilii yer almasi 2
Organize olmamus fibr6z doku (kapsiil seklini almamis) 1
Enflamatuar hiicre infiltrasyonu ile karakterize, organize olmamis yumusak doku 0
Kemik-greft ylizeyindeki yumusak doku cevabi

Tanmim Puan
Cogunlukla kemik 4
Kemik yaninda yogun 6zellikte, olgun fibréz doku 3
Fibroblast invazyonu esliginde olgun olmayan fibréz doku 2
Cogunlukla enflamatuar hiicre ve bag doku komponentleri 1
Sadece enflamatuar hiicre (kemik olusumu yok) 0
Greft i¢erisindeki yumusak doku cevabi

Tanim Puan
Defekt %75 ile %100 arasinda kemik ile dolmus 4
Defekt %50 ile %74 arasinda kemik ile dolmusg 3
Defekt %25 ile %49 arasinda kemik ile dolmusg 2
Defekt %1 ile %24 arasinda kemik ile dolmus 1
Defekt iginde kemik olusumu yok veya sadece kenarlarda var 0

Defekt igerisinde kemik olusumu
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